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 HLA-B*27 is the main genetic risk factor for ankylosing spondylitis (AS), but its pathogenetic role 
remains unknown. As for any other MHC-I molecule, the canonic function of HLA-B*27 is to present peptides 
from viruses and other intracellular parasites for recognition by cytolytic T-lymphocytes. Genetic analyses have 
determined that ERAP1, a resident aminopeptidase of the endoplasmic reticulum whose function is to trim 
peptides to their optimal length for binding to MHC-I molecules, is associated with AS only among HLA-B*27+ 
individuals. Thus ERAP1 polymorphism may affect AS pathogenesis by altering peptide-dependent features of 
the HLA-B*27 molecule. 
The aim of this thesis was to characterize the nature and extent of the alterations induced by disease-
associated ERAP1 polymorphism on the HLA-B*27 peptidome in live cells and to define the molecular basis 
for these effects. This was carried out by means of comparative analyses of the HLAB*27:04 and HLA-B*27:05 
peptidomes from cell lines expressing distinct ERAP1 variants carrying disease-associated polymorphisms. The 
results indicated that ERAP1 polymorphism induced substantial alterations on the expression levels, molecular 
mass, length, sequence and affinity of many peptides. Polymorphisms associated with increased risk of disease, 
in particular K528, induced an optimization of the global affinity of the HLA-B*27:05 peptidome by 
influencing the sequence of the peptides. A combination of protective polymorphisms resulted in the generation 
of a suboptimal HLA-B*27:04 peptidome, in terms of length and affinity, that reduced the global stability of the 
molecule. The mechanism by with ERAP1 variants affected the HLA-B*27 peptidome was by altering the 
balance between epitope generation and destruction as a function of the susceptibility of the N-terminal flanking 
sequences and the P1 residues to trimming. These alterations were both variant and peptide-dependent.  
The magnitude and complexity of the effects of ERAP1 polymorphism on the nature and affinity of the 
peptidome was such that it could affect not only specific antigen presentation, but also other peptide-dependent 
features of HLA-B*27 potentially able to alter its pro-inflammatory and autoimmune potential. 
The susceptibility to ERAP1 trimming of the P1 residues in the peptidomes of HLA-B*27 subtypes 
differentially associated with AS was also examined. This analysis revealed that the relative frequency of P1 
residues resistant and highly susceptible to this enzyme in AS-associated and non-AS-associated subtypes 
paralleled the pattern observed in the HLA-B*27:05 peptidome in the context of ERAP1 variants with high and 
low activity, respectively. This suggests that non-AS-associated HLA-B*27 subtypes are less influenced by 















CTL: Cytotoxic T Lymphocyte. 
DMP: Deviation from Mean in the Proteome. 
DRiP: Defective Ribosomal Products. 
DUBs: De-Ubiquitilation enzimes. 
EA: Espondilitis Anquilosante. 
EBV: Epstein barr-virus. 
ERAP: Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase. 
HC: Heavy Chain. 
HLA: Human Leucocyte Antigen. 
HPLC: High Perfomance Liquid Chromatogrphy. 
IDE: Insulin Degrading Enzyme. 
Ig: Inmunoglobulina.  
IL: interleucina. 
LCL: Lymphoblastoid Cell Line. 
mab: Monoclonal antibody. 
MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption and Ionization Time Of Flight. 
MHC: Mayor Histocompatibility Complex. 
MS: Mass Spectrometry. 
m/z: Relación masa/ carga. 
MW: Molecular Weight. 
NMD: Nonsense-Mediated Decay. 
pMHC: peptide-Mayor Histocompatibility Complex. 
PSA: Puromycin-Sensitive Aminopeptidase. 
qRT-PCR Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction . 
RI: Relación de intensidades. 
SNP: Single Nucleótide Polymorphism. 
TCR: T Cell Receptor. 
TFA: Ácido trifluoroacético. 
TPP II: Tripeptidyl Peptidase II. 
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 El sistema inmune está constituido por un conjunto de moléculas, células y órganos encargados de 
proteger el organismo frente a patógenos, toxinas o procesos endógenos aberrantes como el cáncer. Los elementos 
de defensa pueden ser innatos o adaptativos, siendo los innatos la primera barrera contra los patógenos. Para 
efectuar estas tareas el primer requisito esencial es diferenciar aquellos elementos propios del organismo de los 
ajenos.  En el ser humano existe un conjunto de antígenos leucocitarios (HLA) que se encargan de mostrar en la 
superficie celular un amplio espectro de fragmentos peptídicos propios a las células del sistema inmune, para 
vigilar el correcto funcionamiento celular.  
El sistema inmune adaptativo está representado básicamente por dos tipos celulares: los linfocitos T que 
maduran en el timo y los linfocitos B que maduran en la médula ósea. Los linfocitos T se clasifican de forma 
general en dos poblaciones en función de la molécula presentadora de antígeno por la que están restringidos: por 
un lado, los linfocitos TCD8+ o citotóxicos (CTL) están restringidos por el sistema principal de 
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) y se encargan de la eliminación de reservorios víricos en el interior 
celular así como de la detección y muerte de células en procesos de transformación; por otro lado, los linfocitos 
TCD4+ o colaboradores están restringidos por el MHC-II y se encargan de la detección de antígenos procedentes 
de patógenos extracelulares para la señalización de una respuesta humoral o celular contra dichos patógenos. 
Finalmente los linfocitos B se encargan de la generación de una respuesta muy específica contra dichos elementos 
por medio de anticuerpos. 
 La regulación de todos los elementos de reconocimiento de lo propio y ajeno es un proceso crítico para 
evitar reacciones que dañen o ataquen directamente al organismo. Este fenómeno se conoce como tolerancia y 
cuando falla se puede desencadenar una patología autoinmune que ocasiona un daño agudo y/o crónico. La 
tolerancia se establece en dos pasos; en el primero, que también se conoce como tolerancia central, los 
precursores linfocitarios T y B se enfrentan al reconocimiento de los antígenos propios en los órganos linfoides 
primarios del timo y medula ósea, respectivamente. Aquellos linfocitos T cuyo receptor (TCR) reconozca con 
elevada afinidad a los antígenos propios morirán por apoptosis. Este mismo proceso se aplica a los linfocitos B y 
su reconocimiento antigénico mediante el BCR. En segundo lugar, dado que la expresión de todas las proteínas de 
un organismo no es ubicua, deben establecerse mecanismos que vuelvan tolerogénicos a aquellos linfocitos que 
puedan reconocer antígenos propios cuya expresión sea específica de un tejido, este proceso se conoce como 
tolerancia periférica y es mediado fundamentalmente por linfocitos T reguladores. 
 La regulación de la tolerancia no es un proceso perfecto, lo cual implica la circulación de linfocitos 
autorreactivos por el organismo; para evitar un posible daño, el sistema inmune induce a este conjunto de células 
a un estado inoperativo o de anergia. Los mecanismos que establecen la tolerancia para los linfocitos T están más 
regulados que para los linfocitos B, por lo que son más comunes las enfermedades autoinmunes asociadas al 
MHC-II mediada por autoanticuerpos. 
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I.1. El Sistema principal de histocompatibilidad de clase I (MHC-I) 
  La molécula de MHC-I está formada por una cadena pesada (HC) polimórfica de 44 KDa y una cadena 
ligera o β-2-microglobulina (β2m) de 12 KDa. La HC consta de una región extracelular de 274 aminoácidos (aa), 
una región transmembrana de unos 30 aa y una porción intracitoplásmica de unos 25 aa. La porción extracelular 
se subdivide en tres dominios de 90-91 residuos denominados α1 y α2 y α3 (Orr et al., 1979). Los dos primeros 
dominios forman el sitio de unión de péptido, constituido por una lámina β de 8 bandas antiparalelas y delimitado 
lateralmente por dos hélices α. Su tamaño es de unos 25 x 12 Å (Bjorkman et al., 1987; Saper et al., 1991; Guo et 
al., 1992; Madden et al., 1993; Madden, 1995) . El dominio α3 y la β2m, que interacciona con los tres dominios 
de la HC, adoptan un plegamiento homólogo a las regiones constantes de las inmunoglobulinas. La estabilización 
de la molécula requiere de la unión constitutiva de péptidos. Estos se unen mediante interacciones no covalentes 
que implican el esqueleto peptídico y las cadenas laterales de varios residuos denominados de anclaje. Éstos 
interaccionan en un conjunto de subcavidades del sitio de unión de péptido (designadas de la A a la F), cuyo 
tamaño y polaridad están determinados por el polimorfismo del MHC (Garrett et al., 1989; Saper et al., 1991; 
Bouvier and Wiley, 1994). Esta variabilidad impone restricciones estructurales distintas a los ligandos de las 
diferentes moléculas del MHC-I, dando lugar a motivos estructurales característicos de alotipo (Falk et al., 1991).  
 
 
Figura 1.Esquema de la región génica del MHC y de las moléculas del MHC-I y MHC-II. A) Esquema representativo de los genes 
del MHC-II, proteínas del complemento, citocinas y el MHC-I. B) Representación de una molécula del MHC-II (izquierda) y de una 
molécula del MHC-I (derecha) en la membrana plasmática.  http://medicinembbs.blogspot.com.es/2011/03/process-of-immunity-
images.html 
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La zona central del péptido está generalmente expuesta al reconocimiento por el TCR. Las subcavidades A y F 
unen los residuos N- y C-terminal respectivamente. La subcavidad B une el residuo en posición 2, que es 
frecuentemente un residuo de anclaje principal (Saper et al., 1991; Bouvier et al., 1994). 
El mecanismo de activación de los CTL está restringido tanto por el alotipo del MHC-I como por el 
péptido presentado, por lo que el reconocimiento entre el complejo TCR-péptido-MHC-I es clave tanto en la 
selección del repertorio de linfocitos T en el timo como en la estimulación de la respuesta inmune. Para la 
activación de un linfocito T restringido por el MHC-I es necesario el correceptor CD8 que reconoce el dominio 
α3 de la HC (Littman, 1989). 
 
I.2. El MHC-I y su relación con enfermedades autoinmunes o inflamatorias 
 La región del MHC es la que presenta la mayor asociación con enfermedades autoinmunes o 
inflamatorias (Price et al., 1999). Gracias a los avances tecnológicos en genética molecular así como en el 
conocimiento de la estructura de las moléculas del MHC-I, se pudieron precisar los polimorfismos asociados a 
estas enfermedades. Generalmente estas patologías son poligénicas por lo que la probabilidad de desarrollarlas se 
ve incrementada en pacientes con antecedentes familiares. De los alelos del MHC-I, HLA-B*27 es uno en los que 
más se ha profundizado en relación a las patologías con las que se asocia, genéricamente denominadas 
espondiloartropatías, como son: espondilitis anquilosante, EA, (Brewerton et al., 1973b), artritis reactiva 
(Brewerton et al., 1973a) y uveítis anterior aguda, entre otras. Otros alelos del locus B, también se asocian con 
enfermedades inflamatorias así, HLA-B*51 se asocia con la enfermedad de Behçet, HLA-Cw*0602 es el 
principal factor de riesgo para la psoriasis y HLA-A*29 lo es para la coriorretinopatía en perdigonada y 
constituye la asociación más fuerte entre un gen del MHC-I y una enfermedad. Algunos de los alelos asociados a 
enfermedad son en realidad particularmente beneficiosos en el control de infecciones. Por ejemplo, para el caso 
de HLA-B*27 se ha descrito una mayor capacidad de control sobre el VIH (O'Brien et al., 2001; Kiepiela et al., 
2004) y otras infecciones víricas.  
 
I.3. HLA-B*27 y enfermedad         
 Esta molécula ha sido ampliamente estudiada por su asociación con las espondiloartropatías, las cuales 
son un conjunto de enfermedades inflamatorias sistémicas crónicas, de etiología desconocida y que afectan 
primariamente al esqueleto axial y las entesis y cuyo prototipo es la EA. HLA-B*27 presenta una frecuencia 
variable dentro de la población, siendo del 4 al 8% en los caucásicos. Si bien cerca del 90% de los enfermos con 
EA son HLA-B*27+ solo desarrollan la enfermedad entre el 1-2% de los individuos portadores de este alelo. Hay 
descritos numerosos subtipos de HLA-B*27, pero algunos de ellos debido a su frecuencia y prevalencia en los 
pacientes han sido los más estudiados. Entre dichos subtipos distinguimos los asociados a EA (HLA-B*27:02, 04, 
05 y 07) y los no asociados (HLA-B*27:06 y 09). El subtipo ancestral y más frecuente en población caucasoide es 
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HLA-B*27:05. Actualmente se investigan tres hipótesis (Figura 2) que podrían explicar el potencial patogénico 
de esta molécula en las espondiloartropatías:         
 1) Hipótesis del péptido artritogénico: se basa en la posibilidad de que HLA-B*27 pueda presentar un 
péptido heterólogo que tenga mimetismo con un antígeno propio. La respuesta inmune contra el antígeno exógeno 
provocaría la perdida de la tolerancia al péptido propio desencadenado una reacción autoinmune. Esta hipótesis 
fue formulada en los años 90 por Benjamin y Parham (Benjamin and Parham, 1990; Benjamin et al., 1991).  
 2) Hipótesis del mal plegamiento de la cadena pesada: basada en la acumulación de HC en el retículo 
endoplásmico (RE) debido a la tendencia de HLA-B*27 a plegarse mal. Esto generaría una respuesta de estrés 
que activaría la producción de citocinas proinflamatorias y otras implicadas en la remodelación ósea (Mear et al., 
1999; Colbert, 2000a; Colbert, 2000b; DeLay et al., 2009).        
 3) Inmunomodulación mediada por homodímeros de HC: se basa en trabajos en los que se ha descrito 
que HLA-B*27 puede disociarse de la β2m en la superficie celular y formar homodímeros de HC que son 
reconocidos por receptores leucocitarios como KIR3DL2 (Kollnberger et al., 2004; Chan et al., 2005; Kollnberger 
et al., 2007; Bowness et al., 2011a; Payeli et al., 2012; Wong-Baeza et al., 2013). Este reconocimiento provocaría 
la producción de IL17 por células Th17 portadoras de dicho receptor. 
 
Figura 2. Resumen esquemático de las tres hipótesis más importantes acerca de la capacidad patogénica de HLA-B*27 en 
relación a la espondilitis anquilosante. 1.- Hipótesis del péptido artritogénico. 2.- Hipótesis del mal plegamiento de la cadena pesada. 
3.- Inmunomodulación mediada por homodímeros de HC.  Modificado de (Colbert et al., 2014). 
1.- Presentación antigénica / mimetismo molecular
(Benjamin & Parham, 1990)
2.- Mal plegamiento de la cadena pesada de HLA-B*27 
(Colbert, 2000)
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I.3.1. Características estructurales y especificidad de unión de péptidos 
 La característica que engloba a la especificidad peptídica de todos los subtipos de HLA-B*27 es la fuerte 
restricción por Arg en posición 2 (Figura 3) (Jardetzky et al., 1991; Madden et al., 1992; Lopez de Castro et al., 
2004), aunque se han identificado algunos péptidos con Gln en esta posición (Alvarez et al., 2001a; Ben Dror et 
al., 2010; Infantes et al., 2013). 
Todos los subtipos que se mencionan en esta Tesis (HLA-B*27:02, 04, 05, 06, 07 y 09), presentan la 
misma estructura en las subcavidades A y B pero difieren en al menos un residuo en la subcavidad F, implicada 
en la unión del residuo C-terminal del ligando (Tabla I). Los residuos C-terminales más abundantes en los 
ligandos de todos los subtipos son Phe y Leu. La característica distintiva principal en la subcavidad F es la 
presencia o no de Asp116. Los subtipos con Asp116 (HLA-B*27:02, 04, y 05) unen péptidos con residuos C-
terminales generalmente más masivos y con mayor permisividad química. Los subtipos que carecen del Asp116 
(HLA-B*27:06, 07 y 09) unen mayoritariamente residuos apolares y de menor tamaño (Garcia-Medel et al., 
2014). Además de las posiciones principales de anclaje, podemos definir otras posiciones de anclaje secundarias 
como P1 y P3. En P1 predominan Ala, Gly, Ser, Lys y Arg para todos los subtipos. En P3 el predominio general 
es de residuos alifáticos o aromáticos, aunque HLA-B*27:04 y 06 presentan una permisividad adicional por 
residuos básicos. 
 La naturaleza del residuo 116 se correlaciona asimismo con dos subconjuntos de subtipos; los de alta 
termoestabilidad y plegamiento lento (HLA-B*27:02, 04 y 05) y los de baja termoestabilidad y plegamiento 
rápido (HLA-B*27:06, 07 y 09) (Galocha and López de Castro, 2010). Parece, por tanto, que este residuo es una 
característica estructural crítica que determina la especificidad peptídica, plegamiento y estabilidad molecular de 




(EA/ No EA) 
Residuo 
posición 116 
Plegamiento Termoestabilidad Residuos peptídicos C-terminales 
B*27:02 Asp Lento Alta No polar, Tyr Grande 
B*27:04 Asp Lento Alta No polar, Tyr Grande 
B*27:05 Asp Lento Alta No polar, Tyr, Básico Grande 
B*27:06 Tyr Rápido Baja No polar Pequeño 
B*27:07 Tyr Rápido Baja No polar Pequeño 
B*27:09 Tyr Rápido Baja No polar Pequeño 
 
Tabla I. Características más destacables de los subtipos asociados y no asociados a EA relacionadas con el polimorfismo en la 
posición 116: plegamiento, termoestabilidad y tipo de residuos peptídicos C-terminales. Los subtipos asociados o no con EA se 
representan en rojo y verde, respectivamente. 
 




Figura 3. Características estructurales de HLA-B*27. A) Vista lateral. Se muestran los tres dominios de la cadena pesada (α1, α2 y 
α3), la β2m y el péptido. B.-Vista cenital de la cavidad de unión a péptidos formado por los dominios α1 y α2. C.- Residuos presentes en 
la subcavidad B de HLA-B*27:05 implicados en la interacción (glutámico, cisteína, treonina, histidina y tirosina) con la arginina en 
posición 2 del péptido. En A y B el péptido se representa de esta forma; carbonos en gris, oxígeno en rojo y nitrógeno en azul. En C el 
péptido se representa en blanco y las interacciones en línea discontinua amarilla (Madden et al., 1992). 
 
I.4.Vía de presentación antigénica por moléculas del MHC-I 
 Los ligandos naturales de las moléculas del MHC-I proceden de proteínas autólogas, que tras ser 
marcadas con ubicuitina al alcanzar el final de su vida útil son degradadas por el proteasoma. Otra fuente 
fundamental de péptidos generados por el proteasoma, son los productos defectivos de la síntesis de proteínas 
(DRiPs) (Yewdell et al., 1996; Reits et al., 2000). Esta última fuente se cree que podría constituir una ventaja en 
la respuesta inmune precoz ante virus cuyos productos proteicos empiezan a traducirse de forma temprana. La 
gran mayoría de estos péptidos son rápidamente degradados hasta aminoácidos sencillos mediante múltiples 
enzimas nucleares y citosólicas (Falk et al., 1990; Schatz et al., 2008). Aquellos que escapen a esta acción, 
aproximadamente 1‰ (Princiotta et al., 2003), son transportados vía TAP (transportador asociado a la 
presentación antigénica) al interior del RE. En este compartimento los péptidos sufren un procesamiento ulterior, 
son cargados en las moléculas del MHC-I y finalmente los complejos pMHC-I (péptido-MHC-I) son exportados a 
la superficie. 
 
I.4.1. Procesamiento proteasómico 
 El proteasoma es la principal proteasa encargada de la degradación de las proteínas celulares. Esta 
función ha sido aprovechada por el sistema inmune para proveer de péptidos antigénicos a las moléculas del 
MHC-I.  
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Es la principal enzima responsable de generar los extremos C-terminales definitivos de los ligandos del 
MHC-I (Dick et al., 1991; Boes et al., 1994; Eggers et al., 1995; Craiu et al., 1997a; Alvarez et al., 2001b), 
mientras que el extremo N-terminal suele requerir un procesamiento posterior para la generación definitiva del 
ligando (Craiu et al., 1997a). Su importancia sobre otras peptidasas en el aporte de ligandos es patente en 
experimentos de inhibición de la enzima, en los que se observa una disminución significativa de la expresión en 
superficie de las moléculas del MHC-I (Rock et al., 1994; Craiu et al., 1997b).  
El proteasoma es un complejo multienzimático. El núcleo catalítico o proteasoma 20S es una estructura 
cilíndrica formada por 28 subunidades (Coux et al., 1996) distribuidas en 4 anillos apilados, con 7 subunidades en 
cada uno de ellos. Los 2 anillos centrales están compuestos por subunidades β (β1- β7), solo 3 de las cuales 
presentan actividad catalítica (Groll et al., 1997; Heinemeyer et al., 1997; Arendt and Hochstrasser, 1997). Las 
actividades hidrolíticas se han clasificado en 3 grupos en función de la especificidad de corte: quimotríptica, tras 
residuos hidrofóbicos, tríptica, tras residuos básicos y caspasa, tras residuos ácidos. La actividad del proteasoma 
20S se ve modificada por el complejo regulador 19S y la subunidad PA28. El elemento regulador 19S (PA700) 
proporciona la capacidad de degradar proteínas ubicuitinadas por el proteasoma 20S con consumo de ATP, y 
juntos constituyen el proteasoma 26S. La subunidad PA28 o 11S se asocia al proteasoma 20S estimulando la 
degradación de proteínas en ausencia de ATP (Kloetzel, 2004). 
 El IFN-γ induce la expresión de tres subunidades catalíticas β alternativas (β1i, β2i, β5i) que formarán el 
anillo interno del que se conoce como inmunoproteasoma (Groettrup et al., 1997; Griffin et al., 1998). Estas tres 
subunidades se pueden expresar de forma constitutiva en células presentadoras de antígeno profesionales del timo, 
bazo, ganglios linfáticos y células linfoides (Stohwasser et al., 1997; Macagno et al., 1999). A su vez en el timo 
existe una variedad exclusiva denominada inmunoproteasoma tímico que se caracteriza por la sustitución de la 
subunidad β5 del proteasoma 20S por una subunidad denominada β5T (Murata et al., 2007). 
 
I.4.2. Procesamiento no proteasómico 
 Algunos ligandos no requieren la acción del proteasoma para su presentación por moléculas del MHC-I 
(Vinitsky et al., 1997; Luckey et al., 1998; Benham et al., 1998). Esto se puso de manifiesto con el uso de 
inhibidores del proteasoma. Estos inhibidores tienen un efecto diferente sobre la presentación antigénica 
dependiendo del alotipo estudiado (Kim et al., 2009), siendo HLA-B*27 notablemente resistente su acción 
(Luckey et al., 2001). Por otro lado, se conocen otros sistemas proteolíticos generadores de ligandos del MHC-I 
independientes de la ruta clásica como son: 
1) La peptidasa señal (Wei and Cresswell, 1992; Henderson et al., 1992). 
2) La furina, una proproteín-convertasa residente en el aparato de Golgi que puede procesar diversos 
ligandos de forma independiente del proteasoma (Gil-Torregrosa et al., 1998; Gil-Torregrosa et al., 2000). 
3) La catepsina S, una proteasa lisosomal, que es capaz de generar en células dendríticas, ligandos 
disponibles para ser presentados por el MHC-I (Snyder et al., 1997). 
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4) Las caspasas-5 y -10 se han involucrado asimismo en la generación de antígenos virales reconocidos 
por CTL (Lopez et al., 2011). 
5) La TPPII es capaz de generar algunos antígenos que son presentados por moléculas del MHC-I (Seifert 
et al., 2003; Guil et al., 2006) pero no se requiere para el procesamiento postproteasómico de un gran espectro de 
péptidos (York et al., 2006; Marcilla et al., 2008). 
 
I.4.3. Procesamiento postproteasómico en el citosol 
 Hay varias peptidasas citosólicas que afectan a la vida media de los productos de digestión del 
proteasoma. Una de ellas es la timet oligopeptidasa (TOP), una metalopeptidasa que produce cortes internos en 
péptidos de entre 6 y 17 residuos (Saric et al., 2001; York et al., 2003). También se ha descrito la bleomicín 
hidrolasa (BH) y la aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA o NPEPPS), dos enzimas que pueden procesar 
péptidos y destruir epítopos (Stoltze et al., 2000). Recientemente se ha descrito un polimorfismo no codificante de 
la PSA, el rs9901869, que se asocia con un riesgo incrementado de EA (Cortes et al., 2013). Por último, la IDE 
( Insuline Degrading Enzyme) y la nardilisina son capaces de generar adicionalmente algunos extremos C-
terminales de ligandos del MHC-I (Parmentier et al., 2010; Kessler et al., 2011). 
  
I.4.4. Transporte y procesamiento final de los antígenos del MHC-I en el retículo 
endoplásmico 
 Los péptidos generados en el citosol pasan al RE por medio de TAP. Este transportador pertenece a una 
familia de proteínas denominadas ABC (ATP binding cassette) y está constituido por dos subunidades, TAP 1 y 2. 
TAP transporta ligandos con longitudes comprendidas entre 8 y 16 residuos de forma dependiente de ATP. La 
afinidad con la que TAP une los péptidos varía principalmente en función de la naturaleza del residuo C-terminal 
y de los tres residuos N-terminales del péptido (Momburg et al., 1994; Van Endert et al., 1995). Su importancia 
en la ruta de presentación antigénica del MHC-I se puso de manifiesto al ver que tras delecionar cualquiera de las 
subunidades la expresión en superficie de moléculas del MHC-I se veía drásticamente afectada (de la Salle et al., 
1994). El impedimento más fuerte de un sustrato para ser transportado por TAP es que presente la secuencia X-
Pro, donde X es cualquier aminoácido. La existencia de alotipos que presentan ligandos con Pro en posición 2 
como motivo de anclaje puso de manifiesto que dichos ligandos deberían haber entrado al RE como precursores 
N-terminales extendidos. TAP está codificado en el MHC y, al igual que otros elementos implicados en el 
procesamiento y presentación antigénica, su expresión se induce por IFN- γ. 
 En el RE, TAP forma parte de una estructura multiproteica denominada complejo de carga, el cual está 
constituido por el MHC-I, diferentes chaperonas y una oxido-reductasas cuya finalidad es favorecer el 
plegamiento e incorporación del ligando a la molécula del MHC-I (Figura 4). De los ligandos translocados al RE 
por TAP, algunos pueden presentar el tamaño definitivo para su unión en la molécula del MHC-I, pero otros 
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muchos requieren de un procesamiento adicional (Schatz et al., 2008). La principal enzima encargada de este 
procesamiento, ERAP1 (ER aminipeptidase1), es una aminopeptidasa que procesa péptidos con longitudes 
comprendidas entre 9 y 16 aminoácidos (Serwold et al., 2001; Saric et al., 2002; Serwold et al., 2002). Esta 
enzima actúa de forma concertada con una proteína homóloga denominada ERAP2 (Saveanu et al., 2005; Birtley 




Figura 4. Ruta de procesamiento y de presentación antigénica del MHC-I. Los péptidos citosólicos generados por el proteasoma, 
provenientes de proteínas al final de su vida útil y DRIPs, se incorporan vía TAP (naranja) al RE. En este compartimento se produce el 
procesamiento definitivo de los ligandos por ERAP1 y ERAP2 (morado y azul ) y se unen al MHC-I que se está plegando en un proceso 
asistido por chaperonas. La tapasina (verde) edita el repertorio y se encuentra asociada a la ERp57 (morada) que favorece la formación de 
enlaces disulfuro de la HC durante su plegamiento. Finalmente, tras adquirir el complejo pMHC-I una afinidad alta, se produce la 
exportación a la superficie celular. 
 
I.4.5. Ensamblaje y expresión en la membrana plasmática del complejo péptido-MHC-I 
 El plegamiento y estabilización de la molécula del MHC-I requieren de la unión del ligando así como un 
control de calidad de dicho complejo hasta que adquiere la estabilidad suficiente para abandonar el RE y 
expresarse en superficie.  
 Inicialmente la HC se introduce en el RE y sufre rápidamente la glicosilación de su extremo N-terminal 
por dónde se asocia con la calnexina. A continuación se incorpora la β2m y la calnexina es reemplazada por la 
calreticulina, (Sadasivan et al., 1996; Vassilakos et al., 1996). Posteriormente la ERp57 cataliza la formación de 
puentes disulfuro intracatenarios durante el plegamiento del complejo pMHC-I favoreciendo la unión del ligando 
a la molécula (Dick et al., 2002). La tapasina, una chaperona que se encuentra unida covalentemente en el 
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complejo de carga a la oxidoreductasa ERp57 (Wearsch and Cresswell, 2008; Vigneron et al., 2009), promueve la 
disociación de aquellos péptidos que no superen un umbral de afinidad dado, permitiendo que la molécula del 
MHC-I pueda unir ligandos con mayor afinidad (Wearsch et al., 2008; Dong et al., 2009). Cuando el complejo 
pMHC-I adquiere la estabilidad suficiente, se disocia del complejo de carga, sufre una modificación progresiva de 
sus azúcares por las glicosidasas I y II y manosidasa y es transportado a través del aparato de Golgi a la 
membrana plasmática (Ruddock and Molinari, 2006). 
 Cuando el plegamiento es demasiado lento, como ocurre en HLA-B*27, la HC mal plegada se acumula 
en el interior del RE asociada a BiP, una proteína que se une a la cadena pesada mientras se está sintetizando para 
evitar su agregación y su salida prematura del RE. El aumento de BiP provoca su unión a elementos implicados 
en la respuesta a proteínas mal plegadas o UPR (Unfolding Protein Response) cuya finalidad es la eliminación de 
estas proteínas. Esta respuesta tiene tres efectos (Figura 7), 1) la expresión incrementada de chaperonas 
involucradas en el plegamiento de proteínas, 2) la activación de ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated 
Degradation), que es un mecanismo que implica la dislocación de proteínas mal plegadas desde RE al citosol 
para su degradación y 3) la detención de la síntesis proteica a nivel de los ribosomas. La activación mantenida de 
la UPR conduce a la activación de procesos inflamatorios y apoptosis. 
 
 
Figura 7. Las tres vías activadoras de la UPR aumentan la producción de especies reactivas de oxígeno y activan las vías de NF-
κB y AP1, lo que conduce a la inflamación. NF-κB es el regulador transcripcional maestro de las vías proinflamatorias. BIP es la 
proteína encargada de mediar el aumento de NF-κB en las tres vías que se describen. NF-κB puede ser activado por medio de la unión al 
complejo IRE1α-TRAF2 producido en el RE en respuesta al estrés y que conduce a la translocación nuclear de NF-κB. Además el 
complejo IRE1α-TRAF2 puede reclutar la quinasa reguladora de la señal de apoptosis (ASK1) y activar JNK, lo que incrementa la 
expresión de genes proinflamatorios a través de una actividad incrementada de AP1. Una de las ramas de la UPR que activan la vía de 
NF-κB implica la asociación de PERK junto con eIF2α y la activación del factor de transcripción ATF6α. La señalización del complejo 
PERK–eIF2α detiene la síntesis de proteínas y aumenta la translocación al núcleo de NF-κB. En último término el plegamiento 
defectuoso de proteínas en el RE provoca la fosforilación de AKT y en consecuencia la activación de NF-κB.  
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I.5. Características generales y mecanismo de acción de ERAP1 
 ERAP1 es una metalopeptidasa que comparte los motivos consenso GAMEN y HEXXH(X)18 E de unión 
al Zn2+, esenciales para la actividad enzimática. La función de esta aminopeptidasa residente en el RE es el recorte 
de precursores antigénicos hasta un tamaño óptimo para su unión en las moléculas del MHC-I. Esta proteína fue 
descrita (Beninga et al., 1998; Serwold and Shastri, 1999; Serwold et al., 2001) y posteriormente caracterizada 
(York et al., 2002; Saric et al., 2002; Serwold et al., 2002) como una enzima inducible por IFN-γ con un papel 
importante en la configuración del peptidoma presentado por las moléculas del MHC-I. Su influencia sobre la 
generación de una porción significativa del repertorio peptídico se puso de manifiesto inicialmente con el 
silenciamiento de ERAP1, lo que provoca una disminución de ligandos del MHC-I en torno a un 20% (aunque 
esta disminución es dependiente del alotipo), así como una perdida general de la estabilidad de la molécula del 
MHC-I en superficie (Hammer et al., 2007). La característica más destacable de esta aminopeptidasa, y hasta la 
fecha exclusiva, es el mecanismo de “regla molecular” por el cual su actividad es fuertemente dependiente de la 
longitud del péptido, siendo capaz de digerir péptidos de 16 residuos pero incapaz de hidrolizar 
significativamente sustratos de 8 residuos o menores (Chang et al., 2005). Esta característica se correlaciona con 
el tamaño óptimo de los ligandos del MHC-I. En el estudio de (Chang et al., 2005) se observó diferente eficiencia 
hidrolítica no solo en función de la longitud sino también de la naturaleza del residuo C-terminal, siendo mayor 
con residuos hidrofóbicos. Esto puso de manifiesto la existencia de una zona reguladora diferente al centro 
catalítico que modula la actividad enzimática. La especificidad de corte para el residuo N-terminal se determinó 
por digestiones in vitro con sustratos fluorogénicos (Saveanu et al., 2005; Goto et al., 2008) y mostró una 
marcada preferencia por residuos hidrofóbicos. Posteriormente se atribuyó un valor concreto de susceptibilidad al 
corte para cada uno de los 20 aminoácidos, para un haplotipo concreto de ERAP1 (Hearn et al., 2009). Cabe 
destacar que esos valores pueden variar con el polimorfismo de la enzima (Reeves et al., 2013). 
La estructura de ERAP1 consta de cuatro dominios (I-IV), comprendidos entre los residuos 1-254, 255-
527/529, 528/530-613/614 y 614/615-941 respectivamente (Nguyen et al., 2011; Kochan et al., 2011). En el 
dominio II se localiza el sitio catalítico. La molécula fue cristalizada en dos conformaciones, abierta y cerrada, lo 
que reveló un aspecto básico de su funcionamiento. La transición entre ambos estados depende de la rotación en 
torno a la región interdominio II-III, provocando que el dominio IV se cierre sobre el I. El sitio de unión de 
sustrato se localiza en los dominios II y IV, quedando orientado el residuo C-terminal del péptido hacia el 
dominio IV y el residuo N-terminal hacia el sitio catalítico en el dominio II (Figura 5A). La unión del péptido al 
sitio de unión de sustrato en ERAP1 solo es posible en la conformación abierta, sin embargo es en el estado 
cerrado cuando ERAP1 adquiere una configuración en la que el sitio catalítico es capaz de hidrolizar los residuos 
N-terminales (Figuras 5B y 6). Por lo tanto, el proceso de hidrólisis requeriría la acomodación inicial del péptido 
en el sitio de unión de sustrato o centro regulador. Posteriormente tras un cambio conformacional, en el estado 
cerrado, la enzima adquiriría la capacidad para la hidrolizar el residuo N-terminal. Este proceso se repetiría n-
veces regido por el mecanismo de regla molecular, dependiente de la longitud del sustrato (Chang et al., 2005). 
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La monitorización de digestiones in vitro sugiere que el corte de ERAP1 requiere la liberación del péptido una 
vez cortado su residuo N-terminal para poder volver a unir e hidrolizar el sustrato (Kochan et al., 2011).  
 
 
Figura 5. Estructura de ERAP1 antes y después de la transición conformacional que permite la actividad enzimática. A.- Muestra 
la configuración de los cuatro dominios de ERAP1 en el estado abierto. La flecha amarilla indica la posición del sitio catalítico y las 
flechas rojas el sitio de unión al péptido. B.- Muestra el estado cerrado tras haberse reordenado el dominio IV hacia el dominio I.(Nguyen 





Figura 6. Procesamiento peptídico por ERAP1 y descripción del mecanismo de “regla molecular”. Panel superior.- Recorte de los 
residuos N-flanqueantes (rojo) del precursor del ligando RRYQKSTEL presentado por HLA-B*27. 1.- Hidrólisis del residuo de Arg .2.- 
Hidrólisis del residuo de Glu. 3.- hidrólisis del residuo de Ile. 4.- Liberación del ligando (nonámero) y posterior carga en HLA-B*27. El 
residuo C-terminal implicado en la unión al sitio regulador de ERAP1 se muestra en verde. Panel inferior.- Muestra el proceso de recorte 
siguiendo el mecanismo de regla molecular definido para ERAP1. A.- Unión del precursor peptídico al sitio regulador (C-terminal) y al 
sitio activo (N-terminal) para su hidrólisis. B.-Impedimento estructural para continuar digiriendo el péptido. C.-Liberación final del 

















Péptido Carga del péptido en la 
molécula del MHC-I
C
Chang et al.. 2005. Proc Natl Acad Sci (PNAS) .
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I.5.1. ERAP1 y su asociación con autoinmunidad  
 Gracias al desarrollo de técnicas de análisis global de marcadores genéticos en poblaciones (genome wide 
associatios studies; GWAS), se han puesto de manifiesto numerosos polimorfismos de un solo nucleótido (single 
nucleotide polimorphism; SNP) asociados al riesgo de padecer determinadas enfermedades, incluidas 
enfermedades autoinmunes o inflamatorias ligadas al MHC-I.  En el caso de ERAP1, su asociación más fuerte se 
da con la EA. La presencia de ciertos SNP no sinónimos de ERAP1 asociados a EA en individuos HLA-B*27+ 
incrementa el riesgo de desarrollar la patología hasta un 26 % (The TASK and WTCCC2 Consortia, 2011). 
Asimismo se han descrito SNP de ERAP1 asociados con otras enfermedades como: 
1) Psoriasis: es una enfermedad crónica, genéticamente compleja que afecta a la piel y se caracteriza por 
una hiperproliferación de la dermis, inflamación e implicación del sistema inmune innato y adaptativo. El 
haplotipo de ERAP1 asociado es  rs27524/30187, que presenta epistasis con el alelo del MHC-I de susceptibilidad 
HLA-C*06:02 (Strange et al., 2010; Julia et al., 2012; Winchester et al., 2012). 
2) Enfermedad de Behçet: es una enfermedad caracterizada por una vasculitis general, aftas bucales, 
ulceras genitales, uveítis y lesiones de la piel. Está asociada con la presencia del alelo HLA-B*51. Se han descrito 
dos SNP de ERAP1, rs10050860 y rs17482078, en epistasis con HLA-B*51, que presentan un riesgo 
incrementado a padecer la enfermedad.   
3) Esclerosis Múltiple: es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la desmielinización del sistema 
nervioso central por efecto de un reacción autoinmune sobre la mielina. En un estudio caso-control a gran escala 
se determinó que el SNP rs30187 está significativamente asociado a un riesgo incrementado de esta enfermedad 
(Guerini et al., 2012). 
4) Diabetes tipo I: es una enfermedad poligénica que conduce a la destrucción de las células β 
productoras de insulina en el páncreas. Esta patología implica una respuesta por células B, TCD4+ y TCD8+. El 
componente genético más fuerte se asocia con el MHC-II. Se ha descrito un asociación del SNP rs30187 con un 
riesgo incrementado muy sutil a la enfermedad (Fung et al., 2009). 
 
I.5.2. Polimorfismos de ERAP1 asociados a espondilitis anquilosante 
 La EA es una enfermedad con un elevado componente hereditario, tanto es así que aquellas personas 
HLA-B*27+ con antecedentes familiares tienen entre 5 y 10 veces de incremento en el riesgo a desarrollar la 
enfermedad. Los estudios genéticos han identificado un elevado número de genes que influyen en la 
susceptibilidad a EA (WTCC Consortium, 2007; Brown, 2008), entre ellos destacan ERAP1 e IL23R (receptor de 
la interleucina 23). ERAP1 es el segundo factor de riesgo más importante en individuos HLA-B*27+ (The TASK 
and WTCCC2 Consortia, 2011). Esta enzima es altamente polimórfica y varios SNP no sinónimos, que codifican 
cambios en la secuencia de aminoácidos (Tabla II), influyen en la protección o susceptibilidad a EA (WTCC 
Consortium, 2007). Estas asociaciones han sido replicadas en múltiples poblaciones, poniendo de manifiesto la 
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importancia geo-epidemiológica de la asociación de ERAP1 con EA (Brown, 2008; Harvey et al., 2009b; Reveille 
et al., 2010; Choi et al., 2010; Lin et al., 2012; Wang et al., 2012). 
 Debido al desequilibrio de ligamiento entre varios polimorfismos, su asociación se manifiesta de manera 
conjunta. Por lo tanto es más apropiado hablar de haplotipos de ERAP1 asociados a EA (Maksymowych et al., 
2009; Szczypiorska et al., 2011). En análisis condicionales en los que se analiza la asociación de un SNP 
controlando por el efecto de los otros polimorfismos en desequilibrio de ligamiento, se determinó que la 
asociación de ERAP1 a EA se ajusta a un modelo de dos mutaciones. El efecto más importante lo aporta rs30187 
y después el doblete rs10050860/rs17482078. Traducido a aminoácidos, R528 y N575/Q725 confieren protección 
(The TASK and WTCCC2 Consortia, 2011). El efecto es tal, que individuos homocigotos para ambos 
polimorfismos protectores tienen un riesgo entre un 25 y 30% más bajo de desarrollar EA que los homocigotos 
para ambos alelos de susceptibilidad (The TASK and WTCCC2 Consortia, 2011). Estas mutaciones implican una 
pérdida de la actividad de la enzima que contrasta con la mayor actividad de la mutación K528. A su vez la 
mutación K528 está en desequilibrio de ligamiento con otra que provoca una mayor cantidad de RNA mensajero, 
conduciendo a un mayor grado de expresión de las variantes de ERAP1 con este residuo (Harvey et al., 2009b). 
 
I.5.3. Efecto de los polimorfismos de ERAP1 sobre su actividad enzimática 
 Los primeros estudios que permitieron caracterizar la actividad de ERAP1 se realizaron in vitro con 
diferentes variantes de la enzima y sustratos fluorogénicos. El primer efecto descrito de un SNP asociado a EA 
sobre la actividad enzimática fue con rs30187 (K528R). La variante K528 presenta una actividad elevada con 
respecto a R528 (Goto et al., 2006) (Tabla II). En el mismo estudio no se vieron efectos de los polimorfismos 
P127R, D575N y Q730E sobre la actividad. En trabajos posteriores se observó el mismo efecto asociado a K528R 
y la ausencia de efecto de D575N (The TASK and WTCCC2 Consortia, 2011; Evnouchidou et al., 2011; Kochan 
et al., 2011). Sin embargo, otros estudios sí vieron efectos en la actividad enzimática asociados a la posición 575 
(Reeves et al., 2013; Martin-Esteban et al., 2014). Además los polimorfismos Q725R y Q730E también tienen un 
efecto sobre dicha actividad (The TASK and WTCCC2 Consortia, 2011; Evnouchidou et al., 2011; Reeves et al., 
2013). Para las posiciones, P127R, G346D y M349V no se ha descrito ningún efecto. Adicionalmente, el 
polimorfismo en la posición 181 de la enzima afecta notablemente la actividad por medio de un cambio en la 
afinidad alterando el sitio de unión a sustrato (Goto et al., 2008), aunque la asociación de este polimorfismo con 
la EA no ha sido analizada. 
 Los efectos de los polimorfismos de ERAP1 sobre la actividad enzimática pueden ser a tres niveles: 1) 
alterando el sitio catalítico, M349V, 2) alterando el sitio de unión a sustrato, G346D, Q725R, E730Q y 3) 
afectando a la reorganización de los dominios implicados en la transición del estado abierto y cerrado, R528K, 
D575N. 
 La magnitud de los efectos del polimorfismo de ERAP1 sobre la actividad enzimática y su asociación a 
EA en epistasis con HLA-B*27 sugieren que el papel patogénico de ERAP1 en la enfermedad se debe a su 
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interacción funcional con HLA-B*27 y, concretamente, a su acción sobe el peptidoma de esta molécula. La 
caracterización de tales efectos es el propósito fundamental de esta Tesis. 
 
SNP Mutación/Residuo Dominio Efecto sobre la actividad enzimática Referencias
rs27895 G346D II n.d. 
rs26618 I276M II Sin efecto 1 
rs26653 R127P I Sin efecto 1 
rs2287987 M349V II Sin efecto 5 
rs30187 K528R Bisagra II-III Disminución 1,  2,  3 
rs10050860 D575N III Incrementado (in vitro)/ Sin efecto 1, 2, 4, 5 
rs17482078 R725Q IV Disminución 2 
rs27044 Q730E IV Incrementado*  3, 5 
 
Tabla II. Descripción de los efectos de las mutaciones de ERAP1 sobre su actividad enzimática en el contexto de la EA. En rojo las 
mutaciones asociadas con aumento de riesgo a EA y en verde las mutaciones protectoras. Referencias: 1 (Goto et al., 2006), 2 (The 
TASK and WTCCC2 Consortia, 2011), 3 (Evnouchidou et al., 2011), 4 (Martin-Esteban et al., 2014) y 5 (Reeves et al., 2013). * La 















































El objetivo general de esta Tesis es definir las bases moleculares de la interacción funcional entre HLA-B*27 y 
ERAP1 y, concretamente, determinar los efectos y mecanismos de acción de los polimorfismos de ERAP1 
asociados a EA sobre el peptidoma de HLA-B27.  
Los objetivos específicos son los siguientes: 
1) Describir el efecto y el mecanismo de acción de los polimorfismos de ERAP1 asociados a EA sobre el 
peptidoma de HLA-B*27:04. 
2) Describir el efecto y el mecanismo de acción de los polimorfismos de ERAP1 asociados a EA sobre el 
peptidoma de HLA-B*27:05. 
3) Describir el efecto y el mecanismo de acción de ERAP1 sobre los subtipos de HLA-B*27 asociados 
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M.1. Líneas celulares y anticuerpos monoclonales 
 HMy2.C1R es una línea linfoide B humana que presenta baja expresión de sus antígenos de 
histocompatibilidad HLA-C*04 y HLA-B*35:03 (Zemmour et al., 1992). Los transfectantes de esta línea 
utilizados se describen en la Tabla III. Además se utilizaron otras líneas linfoblastoides (LCL), que se detallan 
en la Tabla IV. Todas estas líneas celulares fueron genotipadas para los SNP más importantes de ERAP1 y 
ERAP2 en el contexto de la EA (Tabla V). 
 El anticuerpo monoclonal de uso mayoritario fue ME1. Este es una IgG1 que reconoce específicamente 
HLA-B*27, B*7 y B*22 (Ellis et al., 1982). En menor medida se utilizó W6/32, una IgG2a que reconoce 
específicamente un determinante monomórfico de HLA-A, B y C en su conformación nativa (Barnstable et al., 
1978).  
 
Línea celular Alotipo Referencia 
 
B*27:02 (Calvo et al., 1990) 
B*27:04 (Garcia et al., 1997) 
B*27:05 (Calvo et al., 1990) 
HMy2.C1R B*27:06 (Rojo et al., 1993) 
 
B*27:07 (Gomez et al., 2006) 
B*27:09 (Ramos et al., 2002) 
A*68:01 (Luckey et al., 2001) 
 
Tabla III. Transfectantes para diferentes loci de HLA en C1R. 
 
LCLs HLA-A HLA-B HLA-C 
KNE 01,02 B*27:04  
JSL 11 B*27:04,48 02 
Wewak-I (We-I) 11,24 B*27:04,68 02,04 
LG2 02 B*27:05 01 
P50 23,24 B*27:05,14 02,08 
 
 










SNP Exón Nucl. / aa Consenso LG2 C1R P50 We-I JSL KNE 
ERAP1 
rs26653 2 380 / 127 g / R g / R c / P c / P c / P g / R g,c / R,P
rs26618 5 828 / 276 a / I a / I g / M a / I a / I a / I a,g /I, M
rs27895 6 1037 / 346 g / G g / G g / G g / G g / G g / G g ,a/ G,D
rs2287987 6 1045 / 349 a / M a / M a / M g / V g / V a / M a / M 
rs30187 11 1583 / 528 a / K a / K g / R g /R g /R a / K g / R 
rs10050860 12 1723 / 575 g / D g / D g / D a / N a / N g / D g / D 
rs17482078 15 2174 / 725 g / R g / R g / R a / Q a / Q g / R g / R 
rs27044 15 2188 / 730 c / Q g / E g / E g / E g / E c / Q g / E 
ERAP2 
rs2549782 7 1176 / 392 g / K g / K g / K g,t / K,N g,t / K,N t / N g,t / K,N
Intrón 
rs2248374 11 a a a a,g n.d n.d n.d 
 
Tabla V. Tipaje de los SNP de ERAP1 y ERAP2 más destacables asociados a EA. Rs2549782 (t) y  rs2248374 (g), se encuentran en 




M.2. Aislamiento y purificación de péptidos unidos a HLA-B*27    
 Los ligandos de HLA-B*27 se obtuvieron de la lisis de 1010  células en tampón TRIS 20 mM, NaCl 150 
mM, Igepal CA-630 1%, pH= 7.5 en presencia de inhibidores de proteasas (cóctel Roche y PMSF) durante 2 
horas a 4 ºC (Paradela et al., 1998). La mezcla se centrifugó durante 10 minutos a 1000 x g, recuperándose el 
sobrenadante que fue sometido a una ultracentrifugación durante 1 hora a 100.000 x g. Para eliminar impurezas 
residuales y elementos inespecíficos, el sobrenadante se pasó por una columna de sefarosa activada con BrCN 
empaquetada en un tampón Tris 20 mM, NaCl 150 mM y pH= 7.5. A continuación, la muestra se pasó por una 
columna de sefarosa acoplada con ME1 y se realizaron lavados con volúmenes de 0.5-1 litro de tampón. La 
disociación de complejos HLA-péptido se realizó a temperatura ambiente en TFA 0.1%. Los péptidos se aislaron 
por centrifugación con filtrado molecular de 3000 Da (Amicon, Beverly, MA) o 5000 Da (Vivaspin2 hidrosart 
VS02H11 Sartorius stedim biotech, Gottingen Germany), se concentraron y fueron separados por cromatografía 
en fase reversa por HPLC en un modulo de separación Waters Alliance (Waters, Milfod, MA mediante una 
columna Vydac C18 (0.21 X 25 cm) con un tamaño de poro de 5 μm (Vydac, Hesperia, CA). Se utilizó un flujo 
constante de 0.1 ml/minuto (Paradela et al., 2000) y un gradiente consistente en condiciones isocráticas de 
solvente A (TFA 0.08%) durante 10 minutos, un incremento lineal de 0 a 44% de solvente B (acetonitrilo 80%, 
TFA 0.075%) durante 90 minutos y posteriormente un incremento del 44 al 100% del solvente B durante 35 
minutos. La cromatografía se monitorizó midiendo la absorbancia a 210 y 280 nm. Se recogieron fracciones de 
50 μl desde el minuto 40 hasta el 115 del gradiente y se guardaron a -20 ºC para su análisis posterior. 
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M.3. Espectrometría de Masas (MS)         
 Las fracciones de HPLC recogidas se secaron por vacío en speedVac y se resuspendieron en 0.6 μl del 
solvente TA consistente en 30% acetonitrilo, 15% isopropanol y 0.1% TFA. Las muestras se sonicaron durante 3 
minutos y se cargaron en una placa Optiplex de 384 spots, se añadieron 0.5 μL de α-ciano-4-hidroxicinámico 3 
mg/mL resuspendido en TA y se analizaron en un equipo MALDI-TOF/TOF 4800 Proteomics Analyzer 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) empleando el software Data Explorer 4.9. La adquisición de datos se 
llevó a cabo en modo reflector positivo a 25 KV, en el rango de masa de 800-2000 Da. 
 
M.3.1. Fragmentación por MS/MS MALDI-TOF/TOF     
 La fragmentación de las masas de interés se llevó a cabo por disociación inducida por colisión con aire 
atmosférico a 1 KV y con una ventana de masa del precursor de ± 2.5 Da. Los espectros de fragmentación se 
adquirieron con el software Data Explorer 4.9 con una relación señal/ruido de 3. La interpretación de los 
espectros de fragmentación se realizó de forma manual y asistida por herramientas informáticas implementadas 
en Excel. Los datos preliminares se lanzaron a motores de búsqueda para la entrega de secuencias candidatas que 
se ajusten al espectro de fragmentación. La búsqueda de coincidencias se lanzó frente a la base de datos 
Uniprot/Swissprot 14.0 (Julio 2008; 19329 entradas) mediante el software Mascot 2.2 (Matrix Science Inc. 
Boston, USA; www.matrixscience.com), restringiendo la búsqueda al proteoma humano y con un intervalo de 
confianza de ± 0.5 para el valor de m/z (relación masa/carga) del precursor y los fragmentos iónicos. Las  
secuencias candidatas se sometieron a fragmentación teórica mediante la herramienta MS-Product 5.1.8 
(University of California, San Francisco, USA; http://prospector.ucsf.edu) y se comparó la lista de masas de los 
fragmentos teóricos con las especies iónicas del espectro de fragmentación para su validación. 
 
M.4. Caracterización de variantes naturales del gen de ERAP1 y ERAP2 en líneas 
celulares            
 Todas las líneas celulares empleadas fueron genotipadas para los principales polimorfismos de ERAP1 y 
ERAP2 relevantes en la EA y también se analizó el nivel de expresión de proteína de dichas variantes. 
 
M.4.1. Tipaje de SNP no sinónimos 
 Para la purificación de DNA se empleó el sistema High Pure PCR Template Preparation (Roche 
Diagnostics, Barcelona) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se añadieron alícuotas de 10 ng a una placa 
de 384 pocillos por duplicado, se secó y se amplificó usando oligonucleótidos específicos para ocho SNP no 
sinónimos localizados en la secuencia codificante de ERAP1: rs6653, rs26618, rs27895, rs27044, rs30187, 
rs17482078 y rs2287987. Las muestras fueron corridas en un sistema HT7900 Fast real-Time PCR y se 




genotiparon empleando el software SDS2.2 (ambos de Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA) 
para discriminación alélica. El SNP no sinónimo de ERAP2; rs2549782 (G/T) que codifica para el aminoácido 
en la posición 392 (Lys/Arg) fue tipado siguiendo el mismo procedimiento. 
 
M.4.2. Secuenciación genómica 
 Se amplificaron los exones 2-20 de la región codificante de ERAP1 por PCR y se clonaron en el 
plásmido M13. Los productos de PCR se generaron utilizando AmpliTaq Gold Master Mix (Applied Biosystems) 
siguiendo procedimientos estándar. Los productos de amplificación se purificaron usando ExoSap (USB Corp., 
Cleveland, OH) y se secuenciaron en un dispositivo 3730XL (Applied Biosystems). Los iniciadores empleados 
para la secuenciación fueron oligonucleótidos complementarios de M13 para los amplicones que incluían esta 
extensión en la secuencia de ERAP1, o los propios iniciadores específicos cuando no incluían secuencias 
derivadas de M13. Las regiones que incluyen dos SNP no sinónimos de ERAP2, rs2549782 que codifica para el 
aminoácido 392 y rs2248374 que provoca la degradación del mensajero por NMD (Nonsense-Mediated Decay) 
(Andres et al., 2010), fueron secuenciadas siguiendo el mismo procedimiento experimental que para ERAP1.  
 
M.4.3. Análisis de la expresión de proteína por Western blot 
 Se lisaron 5x105 células en Igepal 0.5% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), Tris HCl 50 mM, pH= 7.4, 
MgCl2 5 mM en presencia de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche) durante 30 minutos a 4 ºC con 
agitación. Después de centrifugar la muestra 10 minutos y tras añadir tampón de carga, los sobrenadantes se 
sometieron a separación electroforética en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras a 80 V 
durante una hora y 20 minutos a 4 ºC. Las proteínas se trasladaron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham, 
Hybond-ECL, GE Healthcare, UK) por electrotransferencia a 20 V durante una noche usando una solución de 
metanol 30% en Tris/glicina 50 mM, pH 8.8, SDS 0.04%. ERAP1, ERAP2 y γ-tubulina fueron revelados con el 
anticuerpo monoclonal 6H9 proporcionado por el Dr. Peter van Endert (INSERM, Paris, Francia), el anticuerpo 
3F5 (R&D Systems, Minneapolis, MN) y GTU88 (Sigma-Aldrich), respectivamente usando un anticuerpo 
policlonal de cabra anti-ratón conjugado con peroxidasa (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Las películas 
autoradiográfícas se cuantificaron con el software de análisis de imagen TINA 2.09 (Raytest Isotopenmessgerate, 
Straubenhardt, Alemania). 
 
M.5. Análisis comparativo de los niveles de expresión de ligandos de HLA-B*27  
 La expresión diferencial de ligandos compartidos entre diferentes LCL se analizó como se detalla a 
continuación. Para que dos péptidos fueran considerados como compartidos tuvieron que cumplir dos requisitos: 
poseer una diferencia de masa de ± 0.2 Da y haber eluído en HPLC en un margen de ± 1 fracción. Para detectar 
diferencias en los patrones de expresión de los repertorios peptídicos entre las líneas celulares estudiadas 
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comparadas dos a dos, se establecieron tres subconjuntos en función de la relación de intensidades (RI), que 
viene dada por el cociente de intensidades obtenido por MALDI-TOF de los péptidos compartidos entre dos 
LCL: 
 RI>3: Se comparó la población de péptidos que presentaban al menos tres veces más intensidad en una 
línea celular contra los que presentaban la misma diferencia de intensidad en la otra línea. Este conjunto 
representa las poblaciones de péptidos que son considerablemente más abundantes en una línea con respecto a 
otra y en el que los efectos de las variantes naturales de ERAP1 se manifiestan más netamente. 
 RI>1.5-3: Se comparó la población de péptidos que presentaban entre 1.5 y 3 veces más intensidad en 
una línea contra los que presentaban la misma diferencia de intensidad en la otra línea. Este conjunto de péptidos 
mostró generalmente una tendencia más atenuada en los patrones diferenciales observados en los subconjuntos 
RI>3. 
 RI>1-1.5: Se comparó la población de péptidos con una expresión similar en las líneas celulares 
comparadas. Este subconjunto de péptidos fue, de forma general, el más abundante. 
 
M.6. Susceptibilidad diferencial de los residuos N-terminales a la hidrólisis por ERAP1
 La susceptibilidad de los residuos flanqueantes (P-2, P-1) y N-terminal (P1) de los ligandos naturales a 
la hidrolisis por ERAP1 se estableció mediante la asignación de una puntuación a cada aminoácido que va desde 
0 a 100, basada en un trabajo previo (Hearn et al., 2009). Estos autores midieron la expresión en superficie del 
péptido SIINFEKEL procedente de precursores XX-SIINFEKEL expresados en el RE. Se relativizaron los 
valores de expresión al aminoácido con  mayor susceptibilidad al corte que fue Tyr (valor 100), y por otro lado 
el valor más bajo (0) fue para Pro y cualquier residuo que precede a la Pro, por la incapacidad de ERAP1 para 
hidrolizar estos residuos. El resto de valores queda reflejado en la Tabla VI.     
 La comparación de susceptibilidad global de los residuos en P-2, P-1 y P1 en la hidrólisis por ERAP1 en 
dos líneas celulares se efectuó de dos maneras: 
1) La media de los valores de susceptibilidad por residuo en una posición dada para una línea celular 
dividida entre la media de la otra línea celular. 
2) Como la frecuencia de aparición de residuos en tres categorías establecidas en función de la 
susceptibilidad: susceptibilidad alta (valores >50: Y, M, L, A and C), media (valores <50>10: F, S, 
T, G, I, H, N y Q) y baja (valores <10: E, D, V, W, K, R y P).  
 
M.7. Contribución de la secuencia del ligando a la hidrólisis de los residuos por ERAP1 
La influencia de la secuencia interna y del residuo C-terminal sobre la hidrólisis de sustratos se analizó 
en base a una estimación publicada previamente (Evnouchidou et al., 2008) en el que se utilizó una librería de 
nonámeros para evaluar in vitro la influencia de los diferentes residuos, en cada posición del péptido, con 




respecto a la hidrólisis de P-1. Se evaluó el porcentaje de nonámeros digerido en función de cada variante de la 
secuencia interna estudiada. En dicho trabajo no todos los residuos fueron probados para cada posición, por lo 
que en las series de ligandos secuenciados en esta Tesis para los que no hubiera un valor asignable no se les 
atribuyó ningún valor. Finalmente, dado que la gran mayoría de ligandos de HLA-B*27 presentan arginina en P2, 
la asignación de valores para los ligandos secuenciados se hizo desde P3 hasta P9 (Tabla VI). 
 
M.8. Ensayos de termoestabilidad 
Estos ensayos se llevaron a cabo por un procedimiento descrito previamente (Merino et al., 2008); de 
forma resumida, se marcaron las células durante 15 minutos con 35S-Met y se realizaron cazas a varios tiempos. 
En cada tiempo de caza los lisados celulares se incubaron 1h a varias temperaturas, se inmunoprecipitaron con 
ME1 y HC10 y se analizaron por SDS-PAGE. La cantidad de heterodímero precipitado a cada temperatura se 
determinó por autoradiografía, se expresó como porcentaje relativo a la cantidad precipitada a 4 ºC y se 
representó en función de la temperatura. 
 
M.9. Cálculo de las afinidades de los péptidos por el MHC-I y de sus diferencias 
estadísticas 
 El cálculo de las afinidades se realizó solo para nonámeros, debido a que es la población mayoritaria 
presentada por las moléculas del MHC-I y a su vez la fracción de secuencias más abundante obtenida en este 
trabajo. La afinidad se calculó in silico utilizando los algoritmos (Karosiene et al., 2012) disponibles en la web 
CBS Prediction Servers (NetMHCcons). El test estadístico escogido para evaluar las diferencias de afinidad fue 
la U de Mann Whitney. Su elección se debe al conjunto reducido de datos a estudiar, así como la falta de una 
distribución normal de ambos conjuntos de datos. El valor estadístico se calcula teniendo en cuenta el número de 
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Contribución relativa de cada residuo en función de la posición en el ligando 
P-2, P-1 y P1 Otros residuos 
Residuos Valor P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 
P 0 2.5 0 0 4 0 0.5 1 
R 4 2.5 8.5 
K 4 4 2.5 2 2 1 5.5 
V 5 4 2 0 0 1 6 
D 5 
W 8 
E 8 1.5 0 0 0.5 0 0 
N 13 
T 19 4 0.5 4 0 1 
G 20 4 0 0 4 0 1 
H 20 
Q 22 5 1.5 0 2.5 0 1 1 
S 32 
F 34 2 3.5 2.5 7 2.5 0.5 6 
I 47 
C 55 
A 76 1 
L 88 
M 91 6 1.5 0 8 1.5 4 
Y 100 
 
Tabla VI. Contribución relativa de los residuos N-terminales, la secuencia interna y del residuo C-terminal a la hidrólisis por 
ERAP1. La parte izquierda muestra la susceptibilidad relativa de los residuos N-terminales a la hidrólisis por ERAP1 (Hearn et al., 
2009). La parte derecha muestra la contribución relativa a la susceptibilidad de la hidrólisis N-terminal por ERAP1 de los residuos en 
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EFECTO DEL POLIMORFISMO DE ERAP1 SOBRE EL PEPTIDOMA DE HLA-B*27 
 
R.1. Efecto del polimorfismo de ERAP1 sobre el peptidoma de HLA-B*27:04  
 Se realizó un estudio de peptidómica comparativa en líneas celulares HLA-B*27:04+ con diferentes variantes 
alélicas de ERAP1 para estudiar sus efectos sobre los niveles de expresión de sus ligandos. Las comparaciones se 
realizaron por pares de líneas celulares: JSL/We-I, We-I/C1R-B*27:04 (C1R04) y C1R04/KNE. Estas líneas celulares 
presentaban diferentes polimorfismos con distintos grados de asociación a EA (Tabla VII). 
 
R.1.1. Caracterización de ERAP1 y ERAP2 en líneas celulares HLA-B*27:04+ 
 El análisis de la secuencia codificante de ERAP1 en las cuatro líneas celulares mostró que JSL expresa un 
haplotipo que incluye seis polimorfismos asociados a un riesgo incrementado de EA, mientras que We-I expresa una 
variante con los polimorfismos protectores para esas mismas seis posiciones. Ambas líneas fueron homocigotas en 
todas las posiciones. C1R04, presentó un patrón de polimorfismos intermedio entre las dos líneas anteriores. KNE, 
presentó esencialmente el mismo patrón que C1R04, excepto tres heterocigosis en las posiciones 127, 276 y 346. De 
las cuatro líneas celulares, C1R expresa en homocigosis la misma variante de ERAP2 para el polimorfismo en la 
posición 392 (K392). KNE y We-I fueron heterocigotas para dicha posición y JSL fue homocigota para el 
polimorfismo contrario (N392). El polimorfismo de ERAP2 que codifica para la N392 está en desequilibrio de 




Posición Consenso Odds JSL C1R KNE We-I 
(Nucl./aa) Ratio 
rs26653 380 / 127 g / R* 1.30 (Harvey et al., 2009b) g / R* c / P g,c / R*,P c / P 
rs26618 828 / 276 a / I 0.99 (Harvey et al., 2009b) a / I g / M a,g / I,M a / I 
rs27895 1037 / 346 g / G 1.07 (Harvey et al., 2009b) g / G g / G g,a / G,D g / G 
rs2287987 1045 / 349 a / M* 0.71 (Brown, 2008) a / M* a / M* a / M* g / V 
rs30187 1583 / 528 a / K* 1.40 (Brown, 2008) a / K* g /R g /R g /R 
rs10050860 1723 / 575 g / D* 0.71 (Brown, 2008) g / D* g / D* g / D* a / N 
rs17482078 2174 / 725 g / R* 0.70 (Brown, 2008) g / R* g / R* g / R* a / Q 
rs27044 2188 / 730 c / Q* 1.40 (Brown, 2008) c / Q* g /E g /E g /E 
ERAP2        
rs2549782 1176 / 392 g / K t / N g / K g,t / K,N g,t / K,N
 
Tabla VII. Polimorfismos de ERAP1 y ERAP2 en líneas celulares HLA-B*27:04+. Solamente se muestran los cambios de base no 
sinónimos correspondientes a la hebra codificante del DNA. Los cambios de base asociados al riesgo de EA aparecen marcados con 
asteriscos, y los que implican variaciones con respecto a la secuencia consenso (Num. Acceso para ERAP1 Q9NZ08-2 y para ERAP2 
Q6P179-1), están señalados en negrita. Nucl: nucleótido, aa: aminoácido. 
 




 Los niveles de expresión de proteína de ERAP1 y ERAP2 se determinaron por Western Blot (Figura 8). 
Durante el transcurso de los experimentos la línea JSL se extinguió por lo que no se pudieron obtener datos 
fiables de sus niveles de expresión. Sin embargo es probable que la expresión de ERAP1 fuera más alta que en las 
otras tres líneas celulares, debido a que K528 está en desequilibrio de ligamiento con un polimorfismo que 
aumenta la expresión de la proteína (Harvey et al., 2009a). Asimismo debido a su homocigosis para un 
polimorfismo de ERAP2 (N392) que está en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo que impide la no 
expresión de la proteína, esperaríamos que no expresara ERAP2. 
 
 
Figura 8. Expresión de ERAP1 y ERAP2 relativizada al nivel de γ-tubulina para cada línea celular. El panel izquierdo muestra el 
nivel de proteína de ERAP1 revelado con peroxidasa tras el reconocimiento del mAb 6H9 anti-ERAP1. El panel derecho muestra el 
nivel de proteína de ERAP2 revelado con peroxidasa tras reconocer el anticuerpo 3F5 anti-ERAP2. 
 
R.1.2. Análisis comparativo de la expresión de ligandos de HLA-B*27:04  
 Para evaluar el efecto de ERAP1 sobre la configuración del repertorio peptídico de HLA-B*27:04, se 
realizó un análisis comparativo por espectrometría de masas de los peptidomas obtenidos en dos líneas celulares 
dadas. Este análisis, realizado por MALDI-TOF, se llevó a cabo para caracterizar los patrones de expresión de los 
péptidos en diferentes contextos de ERAP1. El estudio se centró en los ligandos compartidos debido a que la 
técnica empleada no permite establecer formalmente la ausencia real de un ligando en una mezcla compleja.  
 Los peptidomas fueron fraccionados por HPLC. Las fracciones cromatográficas se analizaron 
individualmente por MALDI-TOF MS y los espectros se adquirieron en un rango m/z de 800-2000 Da y una 
relación señal-ruido de 3. Los espectros para cada línea celular se compararon de la siguiente manera: We-I/JSL, 
We-I/C1R04 y C1R04/KNE con un umbral de intensidad mínimo de 200, salvo en la última comparación que fue 
de 300. Las dos primeras comparaciones permiten evaluar el efecto sobre el peptidoma de HLA-B*27:04 de 
contextos de ERAP1 con patrones de polimorfismo distintos en relación a la EA. La tercera comparación con dos 
variantes de ERAP1 muy similares, se empleó como control. 
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informática MSHandler (Garcia-Medel et al., 2012) : rango de masas entre 850 y 1700 Da, tolerancia en masa de 
± 0.2 Da, tolerancia de tiempo de retención cromatográfica de ± 1 fracción de elución, eliminación de masas 
incompatibles (rango decimal 0.9, 0.1, 0.2) y eliminación de señales de matriz. Una vez obtenidas las listas de 
péptidos alineadas y con las intensidades asociadas a cada ion, se calculó la RI entre las señales compartidas 
como el cociente de sus intensidades en las dos líneas celulares comparadas.  
 Para poner de manifiesto diferentes subconjuntos de ligandos que pudieran mostrar cambios de expresión, 
los péptidos compartidos se clasificaron en tres grupos atendiendo a su RI, RI>1-1.5; RI>1.5-3.0 y RI>3.0. Puesto 
que el MALDI-TOF no es cuantitativo, estas subdivisiones muestran las tendencias globales en relación a la 
expresión relativa de los péptidos de una línea celular con respecto a otra.  
 Si el polimorfismo de ERAP1 tiene un efecto sobre el peptidoma de HLA-B*27:04, dicho efecto debe ser 
más evidente al comparar los conjuntos de péptidos que presenten las mayores diferencias de intensidad relativa 
entre dos líneas celulares. Por tanto, se analizó la distribución de pesos moleculares de los péptidos para cada 
rango de RI en cada comparación, para definir efectos dependientes del nivel de expresión relativa de los ligandos. 
Puesto que dicha distribución para ligandos del MHC-I es típicamente gaussiana, un efecto diferencial entre dos 
subconjuntos se revelaría como un desplazamiento global de las gaussianas, mientras que la ausencia de efecto se 
evidenciaría como gaussianas superpuestas. 
 Además de este análisis global, se secuenciaron los péptidos más intensos en cada RI en todas las 
comparaciones para determinar las características de los ligandos más representativos de cada subconjunto. En 
total se secuenciaron 372 ligandos (Apéndice I Tabla S4) cuya distribución de masa y longitud se resume en la 
Tabla VIII. 
 Peso molecular del péptido Longitud del péptido (número de residuos) 
(Da) <9 9 10 >10 
Rango N % N % N % N % 
850-900 3 100.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 
900-1000 8 21.1 30 79.0 0 0.0 0 0.0 
1000-1110 7 5.9 102 86.4 8 6.8 1 0.9 
1100-1200 0 0.0 127 85.8 20 13.5 1 0.7 
1200-1300 0 0.0 24 52.2 19 41.3 3 6.5 
1300-1400 0 0.0 1 8.3 7 58.3 4 33.3 
1400-1500 0 0.0 0 0.0 0 0.0 4 100.0 
1500-1600 0 0.0 0 0.0 0 0.0 2 100.0 
1600-1700 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1 100.0 
Total 18 4.8 284 76.3 54 14.5 16 4.3 
 
Tabla VIII. Distribución de los ligandos de HLA-B*27:04 secuenciados en función de su longitud para un rango de masa dado. 
Los porcentajes totales presentados en la última fila de la tabla son relativos a las 372 secuencias. 
 
 




R.1.2.1. Comparación de los peptidomas de HLA-B*27:04 expresados en contextos de 
ERAP1 dispares 
 Se analizó si variantes de ERAP1 con polimorfismos distintos (Tabla VII), que afectan a la actividad de 
la enzima, tenían consecuencias en los peptidomas presentados por HLA-B*27:04 (Tabla IX):  
 1) We-I/JSL (Figura 9A): estas dos líneas se diferenciaban en 6 polimorfismos asociados 
diferencialmente a EA en ERAP1. Se detectaron un total de 3222 ligandos compartidos, en el único experimento 
que fue posible realizar, con una masa media de 1162 Da. Para RI>3 se observaron las mayores diferencias en 
masa de todas las comparaciones: 73.1 Da. En el RI intermedio, las diferencias disminuyeron pero todavía 
seguían mostrando valores altos: 49.2 Da. Por último en RI>1.1.5, que comprende los péptidos de expresión 
similar, las diferencias llegaron a alcanzar valores similares al  error experimental; 9.5 Da. 
 2)   We-I/C1R04 (Figura 9B): se realizaron dos experimentos independientes. Las variantes de ERAP1 
en estas dos líneas difieren en 4 polimorfismos. La masa media para el total de ligandos compartidos fue de 
1155.8 Da. Las diferencias en peso molecular en el subconjunto RI>3 fueron más bajas que en la comparación 
anterior, con un valor promedio de 53.5 Da. Estas diferencias se redujeron ligeramente para la RI intermedia y 
decrecieron hasta valores del error experimental en la RI de expresión similar. 
 En ambas comparaciones a la presencia de mayor número de polimorfismos de ERAP1 protectores para la EA 
se correlacionó con un incremento en la expresión de ligandos de mayor peso molecular.  
 
R.1.2.2. Comparación de los peptidomas de HLA-B*27:04 expresados en contextos de 
ERAP1 similares 
 Para poder establecer el fondo de variabilidad natural en el peptidoma ajeno a ERAP1, se realizó un 
control con variantes de ERAP1 muy similares mediante la comparación C1R04/KNE (Tabla VII). Se realizaron 
tres experimentos independientes. La masa media de los ligandos compartidos fue de 1153.1 Da. La diferencia 
promedio entre los subconjuntos de RI>3 fue de 23.2 Da y estas diferencias disminuyeron en los otros dos 
subconjuntos entre las dos líneas celulares (Figura 9C, Tabla IX).  
 Para establecer el error experimental técnico se comparó C1R04 consigo misma. Se obtuvieron un total 
de 8403 péptidos compartidos presentando una diferencia máxima de peso molecular en el subconjunto de 











Tabla IX. Expresión relativa y masa media de los ligandos compartidos presentados por líneas HLA-B*27:04 en diferentes 
contextos de ERAP1. Exp: experimento, N: número y porcentaje (%) de péptidos, m/z: valor medio de la relación masa/carga en un 
subconjunto de péptidos en MALDI TOF /MS. Intensidad: media de la intensidad de todos los ligandos compartidos .bMasas con RI =1 
no se tuvieron en cuenta. Las comparaciones en cursiva y subrayadas fueron las que se escogieron como representativas para las figuras 






Exp Comp Péptidos totales RI>1.0b RI >3.0 RI >1.5-3.0 RI >1.0-1.5b 
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m/z 33.8 73.1 49.2 5.9 
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m/z 1155.8 26.2 48.4 43.1 6 
 
Media   
Δm/z     28.5 ± 3.2  53.5 ± 7.2  40.8 ± 3.3  10.4 ± 6.2 
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Δm/z     10.4±3.8  23.2±13.1  13.5±3.7  3.2±4.6 
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Figura 9: Distribución de tamaños de los ligandos de HLA-B*27:04 en función de su abundancia relativa en varios contextos de 
ERAP1. La figura muestra experimentos representativos. (A) We-I/JSL. El gráfico superior izquierdo muestra la distribución de peso 
molecular de 3222 péptidos compartidos entre ambas líneas. Los otros cuatro histogramas comparan las distribuciones de peso molecular 
correspondientes a los subconjuntos de péptidos en función de las diferentes RI para We-I (línea discontinua) y JSL (línea continua). (B) 
We-I/C1R04. En el histograma superior central se muestra la distribución de peso molecular de los 5240 péptidos compartidos. En los 
otros cuatro se compara la distribución de peso molecular de los péptidos en función de las diferentes RI para We-I (línea discontinua) y 
C1R04 (línea continua). (C) C1R04/KNE. En el histograma superior derecho se muestra la distribución de peso molecular de los 6974 
péptidos compartidos. En los otros cuatro se compara la distribución de peso molecular de los péptidos en función de las diferentes RI 
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R.1.2.3. Efecto del polimorfismo de ERAP1 sobre la longitud de los ligandos de HLA-
B*27:04            
 Debido a las diferencias en peso molecular encontradas en el subconjunto de péptidos RI>3, se analizaron 
las características de los péptidos secuenciados para hallar la causa de tales diferencias. Se utilizó como referencia 
la Tabla VIII, que indica los porcentajes de péptidos de distintas longitudes en cada rango de peso molecular, 
para convertir la distribución de pesos moleculares de cada línea en cada subconjunto, en distribución de 
longitudes peptídicas. Lo que se observó fue que las diferencias más altas en masa se debían a una mayor 
frecuencia de péptidos más largos (Figura 10):         
 1) We-I/JSL (Figura 10A): del total de ligandos compartidos se estimó que un 2.5% de sus péptidos 
correspondían a octámeros o péptidos más pequeños, 70,7% a nonámeros y un 26.9% a decámeros o péptidos más 
largos. Al analizar los péptidos en los subconjuntos predominantes (RI>1.5-3 y RI>3), se observó una tendencia 
clara hacia péptidos más largos para We-I, llegando a ser hasta 5 veces más abundantes las especies de más de 10 
residuos, y más abundantes los péptidos cortos para JSL.       
 2) We-I/C1R04 (Figura 10B): del total de ligandos compartidos se estimó que un 3.7% correspondían a 
octámeros o péptidos más cortos, 69.2% a nonámeros y 27.1% a decámeros o péptidos más largos. Al analizar los 
péptidos en los subconjuntos predominantes, se observó una tendencia hacia péptidos más largos para We-I y más 
cortos para C1R04 pero sin ser tan marcada como en la comparación anterior.     
 3) C1R04/KNE (Figura 10C): del total de ligandos compartidos se estimó que un 3.9% correspondían a 
octámeros o péptidos más cortos, 70.1% a nonámeros y 26.0% a decámeros o péptidos más largos. Al analizar la 
distribución de longitudes para cualquier subconjunto se observó que no había diferencias apreciables salvo de 
forma ligera, en RI>3 para los péptidos mayores de 10 residuos, aunque estos son una fracción muy baja del total. 





Figura 10. Distribución por longitudes (Nº de residuos) de los ligandos de HLA-B*27:04 en función de su abundancia relativa en 
varios contextos de ERAP1. (A) We-I/JSL. El histograma superior muestra la distribución de longitudes de 3222 péptidos compartidos 
entre ambas líneas. Se indica el porcentaje de péptidos de <9, 9, 10 y >10 residuos. Los otros cuatro histogramas comparan las 
distribuciones correspondientes a los subconjuntos de péptidos predominantes en We-I (barras blancas) y JSL (barras negras). El cociente 
entre el porcentaje de péptidos de la misma longitud en las dos líneas celulares se indica sobre las correspondientes barras. (B) We-
I/C1R04. El histograma superior muestra la distribución de longitudes de 5240 péptidos compartidos entre ambas líneas. Los otros cuatro 
histogramas comparan las distribuciones correspondientes a los subconjuntos de péptidos predominantes en We-I (barras blancas) y C1R-
04 (barras negras) siguiendo los mismos criterios que en A. (C) C1R04/KNE. El histograma superior muestra la distribución de 
longitudes de 6974 péptidos compartidos entre ambas líneas. Los otros cuatro histogramas comparan las distribuciones correspondientes 
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R.1.2.4. Efecto del polimorfismo de ERAP1 independiente de la longitud sobre los ligandos 
de HLA-B*27:04           
 Con los ligandos secuenciados para cada comparación de los subconjuntos de RI>3, se analizó por un 
lado, la distribución de longitudes y por otro el peso molecular de los residuos en las posiciones internas y C-
terminal de los nonámeros (Figura 11). De modo similar al análisis global de tamaños realizado en el apartado 
anterior, JSL presentó mayor frecuencia de nonámeros y péptidos más pequeños que We-I, pero ésta ultima 
mostró una distribución de longitudes más parecida a C1R04 (Figura 11A). En todos los casos la población más 
abundante fue la de nonámeros.          
 Cuando se comparó el peso molecular medio de los nonámeros entre We-I y JSL se observó una 
diferencia de tan solo 2.1 Da. Sin embargo, al analizar el peso molecular medio en las posiciones internas de los 
ligandos se observaron dos posiciones con diferencias notables (Figura 11B); P1 y P4. El mayor peso molecular 
de JSL respecto a We-I en P1 (25.8 Da) se debió fundamentalmente a un elevado porcentaje de Arg en JSL. En 
P4, JSL presentó una alta frecuencia de residuos poco voluminosos (Ala, Gly y Ser) mientras que We-I presentó 
residuos con un volumen elevado (Lys, Arg, Phe y Tyr) (Figura 11C). Al comparar el peso molecular medio de 
los nonámeros entre We-I y C1R04 las diferencias fueron de 7.3 Da. El estudio pormenorizado de las diferencias 
de peso molecular por posición mostró diferencias destacables en el uso diferencial de residuos en P4 (Figura 
11B). En esta comparación la diferencia en el uso de cadenas laterales en función del volumen se debió 
fundamentalmente a la mayor frecuencia de Gly y Pro en C1R04 y de Val, Lys y Arg en We-I (Figura 11C). 
 Estos resultados indican que el polimorfismo de ERAP1 influye, no sólo en la longitud, sino también en 
la estructura de los ligandos de HLA-B*27:04, con independencia de la longitud. Esta influencia se manifiesta en 
el peso molecular diferencial de los residuos P1 (We-I/JSL) y del residuo P4 en sendas comparaciones, siendo 
este ultimo seleccionado principalmente en base al volumen de la cadena lateral. 
 





Figura 11. Características diferenciales de los ligandos de HLA-B*27:04 en los subconjunto de RI>3 en las comparaciones 
indicadas. A: distribución de longitudes entre los ligandos predominantes secuenciados para las comparaciones We-I (42 ligandos)/JSL 
(27 ligandos) (arriba) y We-I (56 ligandos)/C1R04 (44 ligandos) (abajo). B: diferencia de la masa residual media en cada posición de los 
nonámeros en la comparación We-I (26 ligandos)/JSL (23 ligandos) (arriba) We-I (42 ligandos)/C1R04 (37 ligandos) (abajo). P2 no se 
tuvo en cuenta porque todos los ligandos presentan Arg en dicha posición. C: frecuencia de residuos en función del volumen de la cadena 
lateral en la posición P4 en la comparación  We-I/JSL (Izquierda) y We-I/C1R04 (derecha). Los aminoácidos están ordenados de menor a 
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R.1.3. Mecanismo molecular de la expresión diferencial de ligandos de HLA-B*27:04 
asociada al  polimorfismo de ERAP1         
 Una vez establecidas las diferencias que los polimorfismos de ERAP1 generaban en la configuración del 
repertorio peptídico, se analizaron cuáles eran los factores moleculares responsables. ERAP1 tiene una actividad 
aminopeptidasa, pero con diferente grado de capacidad hidrolítica sobre los 20 aminoácidos (Hearn et al., 2009). 
Usando los valores asociados a la susceptibilidad relativa a ERAP1 para cada aminoácido (Tabla VI), se comparó 
la susceptibilidad global de los residuos flanqueantes (P-2 y P-1) y de P1 en los subconjuntos peptídicos de igual 
rango de RI entre líneas celulares. Los valores medios de susceptibilidad para cada posición fueron analizados en 
las comparaciones We-I/JSL, We-I/C1R04 y C1R04/KNE para cada subconjunto de RI. La mayor o menor 
susceptibilidad media de los residuos en una posición entre los mismos subconjuntos peptídicos de las líneas 
comparadas se estimó como el cociente entre ambos valores (Tabla X). A su vez, puesto que las características 
internas y del residuo C-terminal del epítopo afectan a la capacidad hidrolítica de ERAP1 (Evnouchidou et al., 
2008), se asignaron los valores descritos de influencia relativa para los aminoácidos estudiados en cada una de 
estas posiciones, para estimar su contribución a la hidrólisis por ERAP1 en los subconjuntos peptídicos 
comparados. Para estos análisis los péptidos secuenciados se clasificaron en dos subconjuntos de RI, RI>3 y 
RI>1-3.            
 La influencia de ERAP1 sobre la expresión de un determinado ligando de HLA-B*27 viene determinada 
por el balance entre dos factores: 1) susceptibilidad a la hidrólisis de los residuos flanqueantes N-terminales (P-2 
y P-1), la cual determina la generación del ligando, 2) susceptibilidad a la hidrólisis de P1, la cual determina la 
destrucción del ligando, debido a que HLA-B*27 une mayoritariamente ligandos con arginina en P2 y se pierde el 
motivo de anclaje. 
 
R.1.3.1. Efecto de la susceptibilidad de los residuos flanqueantes y de P1 a la hidrólisis por 
ERAP1 sobre el peptidoma de HLA-B*27:04       
 1) We-I/JSL: Para el subconjunto de péptidos con RI>3 los péptidos de We-I presentaron una 
susceptibilidad media de sus residuos flanqueantes 1.4 veces mayor que JSL. Esta diferencia se acrecentó cuando 
comparamos la susceptibilidad en P1, siendo en We-I 2.5 veces mayor que en JSL. Este resultado indica que en el 
contexto de una variante de ERAP1 de menor actividad (We-I) predominan péptidos con residuos N-terminales 
más susceptibles. Presumiblemente, ello es debido a que éstos son destruidos más eficientemente por la variante 
más activa (JSL). Por tanto las diferencias de expresión de los ligandos de cada línea dependen de la facilidad o 
resistencia que encuentra cada variante de ERAP1 para generar el ligando, pero sobre todo de la capacidad de 
destrucción del mismo en función de la susceptibilidad del residuo P1. Cuando analizamos los valores de 
susceptibilidad para los péptidos de expresión similar (RI>1-3) se observó que sus diferencias eran prácticamente 
nulas (Tabla X). 




 2) We-I/C1R04: solo se apreciaron diferencias significativas en las posiciones flanqueantes en los 
subconjuntos de RI>3 siendo los péptidos de We-I 1.4 veces más susceptibles. Por tanto en esta comparación el 
factor que genera desigualdades en los niveles de expresión de los ligandos tiene que ver con la mayor o menor 
facilidad para generar el epítopo y no con la destrucción diferencial de los ligandos. Al comparar la RI de 
expresión similar no se encontraron diferencias significativas (Tabla X). 
 3) C1R04/KNE: En esta comparación, que implica contextos similares de ERAP1, no se observaron 
diferencias en el uso de residuos con distinto grado de susceptibilidad (Tabla X). 
 
Comparación Péptidos Valores medios de susceptibilidad a ERAP1 
We-I/JSL P-2 P-1 P-2+P-1 P1 
RI>3 42/27 34.2/14.4 38.4/37.9 72.6/52.3 29.9/12.0 
Cociente 2.4 1.0 1.4 2.5 
RI>1.0-3.0 46/42 34.8/23.3 44.5/48.5 79.2/71.8 17.1/20.4 
Cociente 1.5 0.9 1.1 0.8 
We-I /C1R04 
RI>3 56/44 38.5/26.5 46.3/36.1 84.7/62.6 23.4/22.6 
Cociente 1.5 1.3 1.4 1.0 
RI>1.0-3.0 52/43 30.3/33.8 41.7/43.6 72.0/77.5 20.6/19.5 
Cociente 0.9 1.0 0.9 1.1 
KNE/C1R04 
RI>3 66/97 33.6/30.7 42.9/36.1 75.9/66.4 19.4/23.2 
Cociente 1.1 1.2 1.1 0.8 
RI>1.0-3.0 37/42 27.3/25.9 46.3/36.8 73.6/62.8 20.7/21.7 
Cociente 1.1 1.3 1.2 1.0 
 
Tabla X. Influencia de la secuencia N-terminal en la expresión de péptidos de HLA-B*27:04 en diferentes contextos de ERAP1. 
Se muestran los valores medios de susceptibilidad para las posiciones flanqueantes (P-2 y P-1) y P1  para cada comparación y en los dos 
subconjuntos de RI. 
 
R.1.3.2. Efecto de la secuencia interna del ligando sobre la hidrólisis por ERAP1  
 El procedimiento de este análisis viene descrito en el apartado M.7 (Tabla VI). Se comparó el efecto de 
las posiciones internas y del residuo C-terminal (P3-P9) tomando los valores medios de influencia relativa en el 
corte por ERAP1, para los subconjuntos de ligandos con RI>3 y RI>1-3. Los resultados se muestran en la Tabla 
XI. Aunque se observaron diferencias en la contribución de posiciones individuales, el aporte neto de todas las 
posiciones sobre la acción hidrolítica de ERAP1 esencialmente tuvo una contribución nula en todas las 
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Comparación Posición del residuo estudiado 
We-I/ JSL N P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Promedio 
Cociente RI>3.0 26/23 1.2 2.4 1.9 0.7 1.0 0.7 0.9 1.0
Cociente RI>1.0-3.0 34/34 1.2 1.0 1.0 0.7 1.5 0.8 1.1 1.0
 
We-I/C1R04 N P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Promedio 
Cociente RI>3.0 42/37 1.3 2.0 1.5 0.8 0.8 2.2 1.0 1.1
Cociente RI>1.0-3.0 35/32 1.1 1.0 1.4 1.1 0.7 0.9 0.9 1.0
 
KNE/C1R04 N P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Promedio 
Cociente RI>3.0 58/64 1.0 1.6 2.2 1.0 0.6 0.9 1.1 1.0
Cociente RI>1.0-3.0 32/33 1.0 2.3 1.2 0.7 0.3 1.8 1.0 1.0
 
Tabla XI. Influencia de la secuencia interna en la expresión de nonámeros de HLA-B*27:04 en el contexto de variantes 
diferenciales de ERAP1. En las columnas segunda a octava se muestran los valores medios de contribución a la hidrolisis de los 
residuos en cada posición. En la novena columna se muestra el promedio de la contribución de los residuos en las posiciones P3- P9. Se 
calculó la relación de la contribución media para cada posición y para el promedio de P3-P9. N: Nº de nonámeros en cada subconjunto y 
línea celular. 
 
R.1.4. Efecto del polimorfismo de ERAP1 sobre la termoestabilidad de HLA-B*27:04
 Para analizar el efecto de las alteraciones en el peptidoma sobre la estabilidad de HLA-B*27:04, se 
realizaron ensayos de termoestabilidad sobre las cuatro líneas celulares estudiadas. JSL, KNE y C1R04 
presentaron una termoestabilidad alta a partir de dos horas de caza, sin embargo We-I presentó una 
termoestabilidad menor (Figura 12). Este resultado sugiere que en el contexto de una variante de ERAP1 con 
baja actividad, no se genera un repertorio peptídico óptimo para HLA-B*27:04. Por tanto, las alteraciones 
inducidas en el peptidoma de HLA-B*27:04 por el polimorfismo de ERAP1 tiene efectos globales que pueden 
afectar a la estabilidad de la molécula de MHC-I. 
 
R.1.5. Resumen 
 Las diferencias de actividad de ERAP1 se traducen en un predominio de péptidos más largos y con 
residuos N-terminales más susceptibles a la hidrólisis en el contexto de la variante menos activa y en alteraciones 
en algunas posiciones internas de la secuencia peptídica. Estos efectos atañen a un porcentaje significativo del 
peptidoma y llegan a afectar, en el caso de la variante menos activa, a la estabilidad global de HLA-B*27:04. Aun 
así, un porcentaje considerable de péptidos, que muestran una expresión similar en distintas líneas celulares, 
parece no verse afectado por el polimorfismo de ERAP1. 
 





Figura 12. Termoestabilidad de LCL HLA-B*27:04 en varios contextos de ERAP1. Las células se marcaron durante 15 minutos y se 
realizaron cazas a 0, 2 y 4h. Se incubaron alícuotas iguales de lisados celulares durante 1h a las temperaturas indicadas antes de la 
inmunoprecipitación con el anticuerpo ME1, que reconoce complejos HLA-B*27/péptido en su conformación nativa pero no la HC 
desplegada. Posteriormente se separó el material por SDS-PAGE y se analizó por fluorografía. El porcentaje de complejos HLA-
B*27/péptido recuperados en las cazas a 0h (♦), 2h (■) o 4h (▲) tras el calentamiento se representaron como la intensidad de HC a una 
temperatura dada (HCx) relativa a la intensidad a 4ºC (HC4ºC). Se presentan los valores medios con desviación estándar para 4 
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R.2. Efecto del polimorfismo de ERAP1 sobre el peptidoma de HLA-B*27:05 
 Una vez vistos los efectos causado por variantes de ERAP1 sobre el peptidoma de HLA-B*27:04, se 
quiso analizar si dicho efecto se observaría por igual en otros subtipos asociados a EA. Se eligió el subtipo HLA-
B*27:05 por ser el más frecuente en la población caucasoide y el más estudiado. El procedimiento experimental 
fue el mismo que el seguido en el estudio sobre HLA-B*27:04 y se basó en el análisis comparativo de 
subconjuntos peptídicos clasificados en base a su RI, entre pares de líneas celulares que expresan diferentes 
variantes de ERAP1. 
 
R.2.1. Caracterización de ERAP1 y ERAP2 en líneas celulares HLA-B*27:05+ 
 Se analizaron en este estudio dos LCL HLA-B*27:05 y el transfectante C1R-B*27:05 (C1R05). Las 
variantes de ERAP1 en estas líneas se determinaron por secuenciación genómica de todos su exones. Las 
variantes de ERAP2 se caracterizaron por secuenciación de los SNP asociados a EA (Tabla XII). 
 
SNP Posición (Nucl./aa) Consenso LG2 C1R P50 
rs26653 380 / 127 g / R* g / R* c / P c / P 
rs26618 828 / 276 a / I a / I g / M a / I 
rs27895 1037 / 346 g / G g / G g / G g / G 
rs2287987 1045 / 349 a / M* a / M* a / M* g / V 
rs30187 1583 / 528 a / K* a / K* g /R g /R 
rs10050860 1723 / 575 g / D* g / D* g / D* a / N 
rs17482078 2174 / 725 g / R* g / R* g / R* a / Q 
rs27044 2188 / 730 c / Q* g /E g /E g /E 
SNP ERAP2      
rs2549782 1176 / 392 g / K* g / K* g / K* g,t / K*,N 
rs2248374 1575/ - a/ expresión a a a,g 
 
Tabla XII. Polimorfismos de ERAP1 y ERAP2 en líneas celulares HLA-B*27:05+. Solamente se muestran los cambios de base no 
sinónimos correspondientes a la hebra codificante del DNA. Los cambios de base asociados al riesgo de EA (Brown, 2008; Harvey et al., 
2009b) aparecen marcados con asteriscos, y los que implican variaciones con respecto a la secuencia consenso están señalados en negrita 
(Numero de Acceso para ERAP1 Q9NZ08-2 y para ERAP2 Q6P179-1).  
 
 LG2 presentó cinco polimorfismos asociados a un mayor riesgo a EA (posiciones: 127, 349, 528, 575, y 
725), mientras que P50 tenía todos los polimorfismos protectores en dichas posiciones. C1R05 mostró un 
genotipo intermedio. Las tres líneas celulares muestran el mismo polimorfismo en la posición 730(E). El 
genotipado de ERAP2 para el SNP rs2549782 reveló que LG2 y C1R05 eran homocigotas para la posición 392(K) 
mientras que P50 es heterocigota. A su vez se genotipó el SNP rs2248374, que está en fuerte desequilibrio de 
ligamiento con rs2549782 y provoca la no expresión de ERAP2 (Andres et al., 2010). 




 Cuando se controla el efecto de las mutaciones individuales, la asociación del polimorfismo de ERAP1 
con EA se ajusta a un modelo de dos mutaciones en las que el efecto primario es debido a la posición 528 (K528R) 
y un efecto secundario es debido a las posiciones 575 y 725 (D575N/R725Q), que en el análisis genético 
muestran un desequilibrio de ligamiento casi absoluto (The TASK and WTCCC2 Consortia, 2011). El patrón de 
polimorfismo que presentan las tres líneas celulares utilizadas en este estudio nos permitió evaluar separadamente 
los efectos de ambas mutaciones sobre el peptidoma de HLA-B*27:05. Por ejemplo, la comparación LG2/C1R05 
permitió evaluar el efecto de la mutación K528R (junto con el polimorfismo frecuentemente ligado R127P). La 
comparación C1R05/P50 permitió evaluar el efecto de las mutaciones D575N/R725Q en ausencia de cambios en 
las posiciones 127 y 528. Finalmente, la comparación LG2/P50 permitió evaluar el efecto combinado del 
polimorfismo en 127/528 y 575/725. 
 Los niveles de expresión de proteína de ERAP1 y ERAP2 se analizaron por Western blot (Figura 13). 
Las tres líneas celulares expresan niveles similares de ERAP2 pero distintos niveles de ERAP1. LG2 fue la 




Figura 13. Expresión de ERAP1 y ERAP2 relativizada al nivel de γ-tubulina para las líneas celulares indicadas. En la parte 
superior, de izquierda a derecha, se muestran las radiografías que ejemplifican los niveles de expresión de ERAP1 y ERAP2. El panel 
inferior izquierdo muestra el nivel de proteína de ERAP1 revelado con peroxidasa tras el reconocimiento del mAb 6H9 anti-ERAP1. El 
panel inferior derecho muestra el nivel de proteína de ERAP2 revelado con peroxidasa tras reconocer el anticuerpo 3F5 anti-ERAP2. Los 
resultados son la media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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R.2.2. Análisis comparativo de la expresión de ligandos de HLA-B*27:05 en diferentes 
contextos de ERAP1  
 La estrategia experimental seguida fue como la que se describe en el apartado R.1.2. Las fracciones colectadas 
por HPLC se sometieron a espectrometría de masas de MALDI-TOF. Los espectros correspondientes a cada par de 
líneas celulares se alinearon con una tolerancia de ± 1 fracción de elución y ± 0.2 Da de masa en cada comparación. 
Tras superar los filtros descritos en el apartado R.1.2 aplicados por el MSHandler se obtuvieron los listados de péptidos 
compartidos. Estos se desglosaron en tres subconjuntos en función de sus RI. Las comparaciones se realizaron por 
triplicado (por duplicado para LG2 vs P50). Se realizó un control para evaluar el error intrínseco de la técnica 
comparando C1R05 consigo misma. Es destacable que en el control de C1R05/C1R05, al establecer la RI en RI>2.5 en 
vez de RI>3, la diferencia de masa pasó de 22.8 Da a 9.5 Da, por lo que la primera diferencia probablemente 
sobreestimaba el error intrínseco (Tabla XIII). 
 
R.2.2.1. Efecto dominante del polimorfismo K528R sobre el peptidoma de HLA-B*27:05
 Como se ha mencionado, de las tres comparaciones realizadas, LG2/P50 y LG2/C1R05 presentaban la 
diferencia en la posición 528 de ERAP1, mientras que C1R05/P50 implicaba la diferencia en las posiciones 575/725 
pero no en la 528. La distribución de pesos moleculares en las tres comparaciones mostró una correlación clara con el 
polimorfismo K528R (Figura 14). Así, en las dos comparaciones con LG2, los péptidos con RI>3 mostraron un 
desplazamiento hacia pesos moleculares más altos respecto, a P50 y C1R05. Estas diferencias fueron disminuyendo 
progresivamente desde el subconjunto de RI>1.5-3.0 hasta RI>1.0-1.5 donde alcanzaron valores a nivel del error 
experimental. En la comparación C1R05/P50 no se observaron diferencias en la distribución de pesos moleculares de 
los péptidos en ninguno de los subconjuntos de RI.  Estos resultados indican un efecto dominante del polimorfismo en 
la posición 528, al menos en el contexto del cambio asociado en la posición 127, sobre el peso molecular de los 
ligandos de HLA-B*27:05, de forma que con la variante más activa (LG2: K528) predominan péptidos con pesos 
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m/z 53.2 6.5 -0.4 
















m/z 50.7 29.6 4.2 
1-2 Media Δm/z 52.0 18.1 1.9 
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m/z 22.8 -18.9 -9.0 
 
Tabla XIII. Comparación de los peptidomas de HLA-B*27:05 en las líneas celulares utilizadas para un rango de masa de 850-1700 Da. 
Las señales compartidas se clasificaron en diferentes grupos en base a la relación de intensidades entre las dos líneas celulares comparadas. Solo 
fueron analizadas las señales que superaron una intensidad de 300, salvo en el experimento Nº1 que se fijo en 200. Para cada grupo se muestra el 
número (N) de péptidos, el porcentaje (%) que representan, m/z valor medio de la relación masa/carga en un subconjunto de péptidos en 
MALDI TOF /MS Las comparaciones subrayadas fueron las escogidas para la Figura 14. 
 





Figura 14. Distribución de los ligandos de HLA-B*27:05 por tamaño en función de su abundancia relativa en varios contextos de 
ERAP1. (A) LG2/P50. El gráfico superior izquierdo muestra la distribución de peso molecular de 7075 péptidos compartidos entre 
ambas líneas. Los otros tres histogramas a su derecha comparan las distribuciones de peso molecular (MW) correspondientes a los 
subconjuntos de péptidos en función de las diferentes RI para LG2 (línea discontinua) y P50 (línea continua). (B) LG2/C1R05. En el 
histograma central de la izquierda se muestra la distribución de peso molecular de los 6953 péptidos compartidos. En los otros tres se 
compara la distribución de peso molecular de los péptidos en función de las diferentes RI para LG2 (línea discontinua) y C1R05 (línea 
continua). (C) C1R05/P50. En el histograma inferior izquierdo se muestra la distribución de peso molecular de los 6204 péptidos 
compartidos. En los otros 3 se compara la distribución de peso molecular de los péptidos en función de las diferentes RI para C1R05 
(línea discontinua) y P50 (línea continua).  
 
R.2.2.2. El efecto del polimorfismo de ERAP1 sobre el peso molecular implica diferencias 
en la secuencia pero no en la longitud de los ligandos de HLA-B*27:05 
 Las diferencias de peso molecular observadas en los experimentos anteriores podrían ser debidas a la presencia 
de residuos más masivos y/o a longitudes mayores de los ligandos. Para conocer la base de este efecto, se determinó la 
secuencia de aminoácidos de un número significativo de péptidos asignados a los diferentes subconjuntos de RI en 
todas las comparaciones. También se determinó el peso molecular y la longitud media de dichos péptidos en cada 
subconjunto. Para este análisis los péptidos se clasificaron en dos subconjuntos de RI>3 y RI>1-3 (Tabla XIV).  
 En la comparación LG2/P50 los péptidos predominantes (RI>3) secuenciados en LG2 mostraron una 
diferencia de peso molecular de 74.9 Da y de 0.2 residuos de longitud. Para la comparación LG2/C1R05, los péptidos 
∆MW: 19.6   































































































































































































































predominantes secuenciados en LG2 mostraron una diferencia de peso molecular de 76.8 Da y 0.3 residuos de longitud. 
Estas diferencias en peso molecular fueron compatibles aunque más altas que las observadas en el global de señales 
para la RI>3 (Figura 14), lo que sugiere que los péptidos secuenciados son representativos del total de las señales 
analizadas. En P50/C1R05, se observaron solo diferencias exiguas en peso molecular y longitud (Tabla XIV), en 
consonancia con el análisis global de distribución de pesos moleculares (Figura 14).  
 Estos resultados indican que el polimorfismo de ERAP1 en las posiciones 127/528 no afecta sustancialmente a 
la longitud de los ligandos, pero sí a su peso molecular, lo que implica un efecto sobre el tamaño de los residuos 
peptídicos y por tanto sobre la secuencia. 
 
Comparación Nº de péptidos Longitud media ∆longitud Mw medio ∆Mw 
LG2/P50  
RI>3 49/70 9.5/9.3 0.2 1169.4/1094.5 74.9 Da 
RI>1-3 62/57 9.7/9.5 0.2 1173.3/1169.3 4.0 Da 
LG2/C1R05  
RI>3 52/101 9.6/9.3 0.3 1195.7/1118.9 76.8 Da 
RI>1-3 52/50 9.3/9.46 0.1 1123.4/1112.4 11.0 Da 
P50/C1R05  
RI>3 74/63 9.6//9.5 0.1 1134.4/1127.1 7.3 Da 
RI>1-3 76/61 9.4/9.3 0.1 1151.7/1130.6 21.1 Da 
 
Tabla XIV. Peso molecular (Mw) y longitud de los péptidos secuenciados en cada comparación entre líneas celulares. Los péptidos 
secuenciados se clasificaron en dos subconjuntos de RI; RI>3 y RI>1-3. La tabla muestra el número de péptidos secuenciados en 
cada línea, su longitud y el peso molecular medio. 
 
R.2.3. Mecanismo molecular de la expresión diferencial de ligandos asociada al 
polimorfismo de ERAP1 
 Si las alteraciones observadas en los peptidomas de HLA-B*27:05 son debidas a diferencias en la actividad 
enzimática de las distintas variantes de ERAP1 en cada línea celular, esperaríamos, teniendo en cuenta los resultados 
en HLA-B*27:04, una susceptibilidad diferencial de los residuos N-terminales a ERAP1 entre los péptidos de 
expresión dispar en las líneas celulares comparadas. 
 
R.2.3.1. El polimorfismo de ERAP1 configura el peptidoma de HLA-B*27:05 en base a la 
susceptibilidad del residuo P1  
 El procedimiento de análisis fue idéntico al descrito en el punto R.1.3. Para cada comparación se analizaron 
los péptidos secuenciados de los subconjuntos RI>3 y RI>1-3. El número de péptidos en cada subconjunto osciló entre 
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50 y 100, hasta un total de 470 ligandos secuenciados de HLA-B*27:05 (Apéndice II, Tabla S1). Los valores medios 
de susceptibilidad a ERAP1 en cada subconjunto para las posiciones P-2, P-1 y P1 se muestran en la Tabla XV. Las 
susceptibilidades para las posiciones flanqueantes en cualquier subconjunto de RI fueron muy similares. Las únicas 
diferencias se apreciaron para el subconjunto de RI>3, en posición P1 y sólo, en las comparaciones LG2/P50 y 
LG2/C1R05 (Tabla XV). 
 
Comparación Péptidos Valores medios de susceptibilidad a ERAP1 
P50/LG2 P-2 P-1 P-2+P-1 P1 
RI>3 70/49 24.1/28.3 53.5/42.8 77.5/70.1 27.9/16.5 
Cociente 0.9 1.3 1.1 1.7 
RI>1.0-3.0 57/62 28.5/34.1 47.2/45.2 74.2/78.5 24.1/19.8 
Cociente 0.8 1 1 1.2 
C1R05/LG2 
RI>3 101/52 37.5/34.9 42.5/43.3 78.9/78.2 28.4/17.0 
Cociente 1.1 1 1 1.7 
RI>1.0-3.0 50/52 30.3/37.4 46.6/40.9 76.3/78.3 26.4/23.4 
Cociente 0.8 1.1 1 1.1 
P50/C1R05 
RI>3 74/63 36.1/34.6 41.9/39.6 77.2/73.3 29.7/29.0 
Cociente 1 1.1 1.1 1 
RI>1.0-3.0 76/61 31.5/37.5 46.2/47.8 77.1/84.1 23.5/26.6 
Cociente 0.8 1 0.9 0.9 
 
 
Tabla XV. Influencia de la secuencia N-terminal en la expresión de ligandos de HLA-B*27:05 en diferentes contextos de ERAP1. 
Se muestran los valores medios de susceptibilidad para las posiciones flanqueantes (P-2 y P-1) y P1  para cada comparación y en los dos 
subconjuntos de RI. Los valores que alcanzaron significación estadística se subrayaron. 
 
 Para precisar la naturaleza de este efecto, los residuos en P1 se clasificaron en tres categorías en función 
de su susceptibilidad: alta (valores ≥50), media (valores <50>10) y baja (valores ≤ 10). Los péptidos con RI>3 en 
las comparaciones LG2/P50 y LG2/C1R05 mostraron diferencias significativas en el uso de residuos con 
susceptibilidad media y baja. En el contexto de la variante de ERAP1 más activa, presente en LG2, los residuos 
P1 con susceptibilidad baja fueron los más frecuentes (Figura 15 A-B). Para las variantes menos activas, P50 y 
C1R05, los residuos más frecuentes en P1, en comparación con LG2, fueron los de susceptibilidad media. Cuando 
se comparó la distribución de residuos entre C1R05 y P50 no hubo prácticamente diferencias (Figura 15 C). 
 Estos resultados muestran que el polimorfismo K528R de ERAP1 altera el patrón de expresión del peptidoma 
de HLA-B*27:05 en base a una hidrólisis diferencial de residuos P1 con distinto grado de susceptibilidad. Los residuos 
con alta susceptibilidad a ERAP1 son hidrolizados de manera similar por variantes con actividad dispar, influyendo 
poco en la expresión diferencial de los ligandos correspondientes. Los residuos con susceptibilidad media son más 




fácilmente degradados por variantes más activas (K528), lo que genera una sobrerrepresentación de este tipo de 
ligandos en contextos de ERAP1 menos activos (R528). Los residuos de susceptibilidad baja se encuentran con mayor 
frecuencia en contextos de ERAP1 más activos debido a su dificultad para ser degradados, incluso por las variantes 
más activas, que sin embargo, destruyen más extensamente los ligandos con residuos P1 fácilmente hidrolizables. 
 
 
Figura 15. Susceptibilidad a la hidrólisis por ERAP1 de los residuos en P1 de ligandos de HLA-B*27:05 distribuidos en tres categorías, 
alta (A, C, L, M, Y), media (F, G, H, I, N, Q, S, T) y baja susceptibilidad (D, E, K, P, R, V, W). Panel A: frecuencia de residuos en P1 para 
las líneas LG2 y P50 en RI>3 y RI>1-3. Se indican las diferencias estadísticamente significativas determinadas por el test de χ2. Panel B: 
frecuencia de residuos en P1 para las líneas LG2 y C1R05 en  RI>3 y RI>1-3 Se indican las diferencias estadísticamente significativas 
determinadas por el test de χ2. Panel C: frecuencia de residuos en P1 para las líneas C1R05 y P50 en RI>3 y RI>1-3.  
 
 Por último, al analizar la contribución de las posiciones internas y C-terminal de los ligandos sobre la hidrolisis 
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Comparación Posición del residuo estudiado 
LG2/C1R05 N P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Promedio P3-P9
Cociente RI >3.0 34/50 1.2 0.5 1.4 1.0 1.2 0.9 1.0 1.0
Cociente RI> 1.0-3.0 42/29 1.1 2.0 0.5 1.1 0.7 1.3 1.1 1.1
LG2/C1R05 N P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Promedio P3-P9
Cociente RI >3.0 36/73 1.2 0.6 0.7 0.7 2.3 1.9 1.0 1.0
Cociente RI> 1.0-3.0 38/36 0.8 0.7 1.9 0.9 0.9 1.2 1.0 1.0
 
P50/C1R05 N P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Promedio P3-P9
Cociente RI >3.0 46/45 1.0 0.9 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0 1.0
Cociente 3 RI> 1.0-3.0 50/43 1.3 1.9 3.9 0.8 0.6 0.9 1.0 1.1
 
Tabla XVI. Influencia de la secuencia interna en la expresión de nonámeros de HLA-B*27:04 en el contexto de variantes 
diferenciales de ERAP1. En las columnas segunda a octava se muestran los valores medios de susceptibilidad de los residuos en cada 
posición. En la novena columna se muestra el promedio de la susceptibilidad de los residuos en las posiciones P3 a P9. Se calculó la 
relación de la susceptibilidad promedio para cada posición y para el promedio desde P3 a P9. N: Nº de nonámeros en cada subconjunto y 
línea celular. 
 
R.2.3.2. El polimorfismo K528R en ERAP1 configura el peptidoma de HLA-B*27:05 
mediante un uso diferencial de residuos en múltiples posiciones de los ligandos 
 Como se demostró en el apartado R.2.2.2., las diferencias de peso molecular observadas entre ligandos de 
HLA-B*27:05 en función del polimorfismo de ERAP1 son independientes de la longitud de los péptidos. Para 
determinar la base de estas diferencias, se analizaron los nonámeros del subconjunto de RI>3 en las 
comparaciones LG2/P50 y LG2/C1R05 que constituían el 70% de los péptidos secuenciados (Figura 16 A). El 
peso molecular medio de estos péptidos en LG2 y P50 fue de 1107.6 Da y 1060.5 Da respectivamente, dando una 
diferencia de 46.8 Da. Esta diferencia de masa se debía al diferente tamaño medio de los residuos P1, P3, P4, P8 y 
P9 (Figura 16 B). En la comparación LG2/C1R05 el peso molecular medio de los nonámeros en LG2 y C1R05 
fue de 1138.8 Da y 1081.5 Da respectivamente, lo que implica una diferencia de 57.3 Da. En este caso la 
contribución principal fue de la posición P1 que daba cuenta del 52% (29.8 Da) de la diferencia total. El mismo 
análisis entre P50 y C1R05 reveló que los pesos moleculares medios fueron de 1070.7 Da y 1071.7 Da 
respectivamente.           
 Estos resultados muestran que aunque la mayor aportación a la diferencia de peso molecular de ligandos 
de HLA-B*27:05 inducida por el polimorfismo de ERAP1 se debe a la selección diferencial de residuos en P1, 
otras posiciones del ligando también contribuyen significativamente. La tendencia general muestra la utilización 
preferente de ligandos con residuos más masivos en el contexto de K528 (LG2). 





Figura 16. Distribución de longitudes y de la masa residual en ligandos de HLA-B*27:05 en los subconjunto de RI>3 en las 
comparaciones indicadas. (A) distribución de los ligandos predominantes secuenciados para las comparaciones LG2/P50 (arriba) y 
LG2/C1R05 (abajo). (B) diferencia de la masa residual media en cada posición del ligando en la comparación LG2/P50 (arriba) y 
LG2/C1R05 (abajo). P2 no se tuvo en cuenta porque todos los ligandos presentaron Arg en dicha posición. 
 
R.2.4. Resumen 
 Los resultados concernientes al papel del polimorfismo de ERAP1 sobre el peptidoma de HLA-B*27:05 
muestran un efecto dominante del polimorfismo K528R, al menos en conjunción con R127P, respecto al 
polimorfismo en las posiciones 575/725. Este efecto consiste en una expresión preferencial de péptidos de peso 
molecular más alto en el contexto K528, sin efectos sustanciales en la longitud peptídica. Las diferencias de peso 
molecular observadas se debieron a la selección de péptidos con cadenas laterales de mayor tamaño en P1 y otras 
posiciones internas de los ligandos. El mecanismo por el que el polimorfismo K528R de ERAP1 modula el 
peptidoma de HLA-B*27:05 es, principalmente, por una degradación diferencial de los ligandos en función de la 
susceptibilidad de los residuos P1 y de la actividad enzimática de las variantes de ERAP1. Así la degradación más 
extensa de péptidos con residuos P1 altamente susceptibles a ERAP1 por la variante más activa (K528) resulta en 
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R.3. Influencia diferencial de ERAP1 sobre el peptidoma de subtipos de HLA-B*27 con 
distinta termoestabilidad y asociación a espondilitis anquilosante  
 Entre los subtipos más frecuentes de HLA-B*27, HLA-B*27:02, 04, 05 y 07 están asociados a EA y 
HLA-B*27:06 y 09 no lo están. Esta diferenciación es casi concordante con la termoestabilidad de cada subtipo 
(Galocha et al., 2010): alta para HLA-B*27:02, 04, 05 y baja para HLA-B*27:06, 07, 09. Por otro lado la 
ausencia de ERAP1 afecta a los niveles de expresión en superficie de HLA-B*27 en los subtipos asociados a EA 
pero no en los no asociados (Haroon et al., 2012). Esto sugiere una dependencia distinta de dichos subtipos 
respecto a ERAP1. Para analizar esta cuestión se realizó un análisis comparativo de la susceptibilidad a ERAP1 
de los residuos P1 en los peptidomas de los distintos subtipos de HLA-B*27, obtenidos en un estudio de 
inmunopeptidómica (Apéndice III) de los repertorios peptídicos aislados de los transfectantes de los distintos 
subtipos en C1R (Garcia-Medel et al., 2014).  
 Los péptidos secuenciados de cada subtipo se clasificaron atendiendo a su presencia exclusiva en uno o 
más subtipos asociados o no a EA o en los subtipos de alta o baja termoestabilidad. Se identificaron 1167 y 227 
péptidos presentes en uno o más subtipos asociados (HLA-B*27:02, 04, 05 y 07) y no asociados a EA (HLA-
B*27:06 y 09) respectivamente. Asimismo, 988 y 313 péptidos fueron exclusivamente hallados en uno o más de 
los subtipos de alta (HLA-B*27:02, 04, y 05) y baja (HLA-B*27:06, 07 y 09) termoestabilidad, respectivamente 
(Tabla XVII). A continuación se comparó la susceptibilidad global a ERAP1 de los residuos flanqueantes (P-1 y 
P-2) y P1 de los péptidos encontrados en cada uno de estos grupos. Esta comparación se centró en la frecuencia 
de residuos altamente susceptibles a la hidrólisis por ERAP1 (valores>50: Y, M, L, A y C) y aquellos con muy 
baja susceptibilidad (valores<10: E, D, V, W, K, R y P). La frecuencia de residuos flanqueantes y P1 con alta 
susceptibilidad fue muy similar tanto para los subtipos asociados como los no asociados a EA (Figura 17A). Sin 
embargo, los péptidos encontrados solamente en los subtipos asociados a EA mostraron un incremento 
estadísticamente significativo de residuos P1 con baja susceptibilidad (resistentes) respectos a los no asociados a 
EA (Figura 17B). Cuando este mismo análisis se realizó en función de la termoestabilidad, se observaron las 
mismas tendencias, con un incremento estadísticamente significativo para los residuos P1 resistentes, en los 
subtipos con alta termoestabilidad (Figura 17C-D). Se analizó si dicha diferencia podría recaer en alguna 
población de péptidos en función de su longitud. Se observó que las diferencias recaían fundamentalmente en los 
péptidos de 9 residuos y menores (Figura 17E-F). Por otra parte, la relación entre el porcentaje de residuos P1 
resistentes y susceptibles a ERAP1 entre los péptidos asociados a EA o con alta termoestabilidad fue de 1.5, 
relación que se incrementó a 1.9 cuando se consideraron únicamente los nonámeros y longitudes menores. Sin 
embargo, entre los péptidos hallados únicamente en los subtipos no asociados a EA o de baja termoestabilidad las 
frecuencias de residuos P1 de alta o baja susceptibilidad a ERAP1 fueron similares (Tabla XVII). 
 
 




En su conjunto estos resultados indican una influencia diferencial de ERAP1 sobre los peptidomas de los 
subtipos asociados a EA y de alta termoestabilidad, respecto a los no asociados a EA y baja termoestabilidad. El 
patrón de influencia es análogo al que se observa entre los ligandos de HLA-B*27:04 y 05 en distintos contextos 
de ERAP1: predominio de residuos P1 resistentes en un contexto de alta actividad de ERAP1 (secciones R1 y 
R2). Por tanto, los péptidos presentados exclusivamente por los subtipos asociados a EA y alta termoestabilidad 
parecen ser más dependientes de ERAP1 que los péptidos exclusivos de subtipos no asociados a EA y de baja 
termoestabilidad 
 
Nº péptidos Resistentes (%) Susceptibles (%) Cociente
Subtipos 
Asociados a EA 1167 28.4 19.4 1.5
≤9-meros 616 30.8 16.1 1.9
No asociados a EA 227 19.4 23.3 0.8
≤9-meros 191 17.3 24.1 0.7
Alta termoestabilidad 988 29.7 19.3 1.5
≤9-meros 526 32.3 16.9 1.9
Baja termoestabilidad 313 18.5 22.7 0.8
≤9-meros 244 18 22.5 0.8
 
Tabla XVII. Susceptibilidad a ERAP1 de los residuos P1 de los péptidos encontrados selectivamente entre los subtipos de HLA-
B*27 con diferente termoestabilidad o asociación a enfermedad. Los datos representan el porcentaje (%) de residuos con valores de 
susceptibilidad <10 (resistentes), >50 (susceptibles) y el cociente entre resistentes y susceptibles. Los valores en negrita muestran un 
incremento en la frecuencia de residuos resistentes vs susceptibles. Nº de péptidos: longitudes comprendidas entre 7 y 15 residuos. 
 
 




Figura 17. Susceptibilidad de P1 y de los residuos flanqueantes P-2 y P-1 a ERAP1 en los péptidos encontrados selectivamente en
los subtipos de HLA-B*27 con asociación diferencial a EA o alta y baja termoestabilidad. (A) Frecuencia de los residuos altamente 
susceptibles (valores >50) en los subtipos asociados (barras blancas) y no asociados a EA (barras negras). (B) Frecuencia de los residuos 
de baja susceptibilidad (valores <10) para los subtipos de ambos grupos. * indica una diferencia estadísticamente significativa (p: 6.2x10-
3). (C) Frecuencia de los residuos de alta susceptibilidad para los subtipos de alta (barras blancas) y baja termoestabilidad (barras negras). 
(D) Frecuencia de los residuos de baja susceptibilidad para los subtipos de ambos grupos. * indica una diferencia estadísticamente 
significativa (p: 1.4x10-4). (E) Frecuencia de los P1 susceptibles en los péptidos encontrados selectivamente entre los subtipos asociados 
(barras blancas) y no asociados a EA (barras negras), alta termoestabilidad (barras gris claro) y baja termoestabilidad (barras gris oscuro). 
Los péptidos se clasificaron por su longitud como ≤9-meros o ≥10-meros. * indica una diferencia estadísticamente significativa (p: 
1.6x10-2). (F) frecuencia de residuos en P1con baja susceptibilidad de los mismos conjuntos de péptidos del panel E. * indica una 













































































































































































































R.4. influencia del polimorfismo de ERAP1 en la afinidad de los ligandos de HLA-B*27:04 
y 05  
 Debido al efecto descrito en esta Tesis de una variante poco activa de ERAP1 sobre la termoestabilidad 
de HLA-B*27:04, y a la influencia de ERAP1 en la secuencia de los ligandos de HLA-B*27:05, se planteó la 
posibilidad de que pudieran haber diferencias en la afinidad de los péptidos presentados en diferentes contextos 
de ERAP1. Para eliminar la influencia de la disparidad en longitud, se comparó la afinidad global de los 
nonámeros predominantes en las comparaciones de HLA-B*27:04 y 05 en distintos contextos de ERAP1. Las 
comparaciones escogidas para el análisis fueron cuatro: C1R05 vs P50, LG2 vs C1R05, LG2 vs P50 y JSL vs We-
I. Se compararon las afinidades globales de los péptidos con una RI>3, RI>1-3 y RI>1 (Figura 18). El cálculo de 
la afinidad de cada péptido por su subtipo se realizó utilizando los algoritmos proporcionados por el portal web 
CBS Prediction Servers (Karosiene et al., 2012). El análisis estadístico se realizó usando el test no paramétrico de 
Mann-Whitney. Se observaron diferencias significativas de afinidad en HLA-B*27:05 para la comparación LG2 
vs C1R05 y LG2 vs P50 y en HLA B*27:04 para JSL vs We-I en los subconjuntos RI>3. Por tanto los resultados 
muestran una correlación clara entre nonámeros presentados en contextos de ERAP1 más activos y una mayor 
afinidad para el subconjunto con RI>3 (Figura 18A). Esto sugiere que ERAP1 optimiza la afinidad del peptidoma 
en función de su actividad. En el subconjunto de nonámeros de expresión similar, no se observaron diferencias 
significativas de afinidad (Figura 18B). 
 Por último se analizaron todos los nonámeros con RI>1 para ver si las diferencias encontradas en el 
subconjunto de RI>3 serían suficientes como para alterar la afinidad global de toda la población. Se observó que 
para las comparaciones LG2 vs P50 y LG2 vs C1R05 el efecto era tan fuerte que se reflejó en una alteración de la 
afinidad global de todos los nonámeros con RI>1. Este efecto no se observó en la comparación JSL vs We-I que 
incluía un número menor de péptidos (Figura 17C). Una correlación entre los polimorfismos de las variantes de 
ERAP1 y su efecto sobre la afinidad de los peptidomas sugiere que el polimorfismo K528R/R127P es el principal 
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 Mayor afinidad por HLA-B*27 Menor afinidad por HLA-B*27 
Residuo de ERAP1 JSL LG2 We-I P50 C1R05 
127 R R P P P 
276 I I I I M 
346 G G G G G 
349 M M V V M 
528 K K R R R 
575 D D N N D 
725 R R Q Q R 
730 Q E E E E 
 
 
Tabla XVIII. Relación entre el polimorfismo de ERAP1 y su efecto en la afinidad de los ligandos de HLA-B*27:04 y 05. La 
optimización de la afinidad se correlaciona con la presencia de R127/K528. A la izquierda se enumeran los polimorfismos de ERAP1 




Figura18. Afinidad teórica de nonámeros predominantes en las comparaciones entre las líneas celulares utilizadas en función de 
su abundancia relativa. La línea roja discontinua sitúa el valor de la mediana. Las diferencias estadísticamente significativas en el test 
de Mann Whitney se indican con el valor de la “p” correspondiente. Las diferencias no significativas también se indicaron (NS) (A). 
Afinidad de los nonámeros en los subconjuntos de RI>3. (B) Afinidad de los nonámeros en los subconjuntos de RI>1-3. (C) Afinidad de 
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 En esta Tesis se ha investigado el efecto de variantes naturales de ERAP1 con polimorfismos asociados a 
EA sobre el peptidoma de HLA-B*27 en células vivas, para analizar efectos globales provocados por la enzima 
que pudieran afectar a la presentación antigénica u otras propiedades de la molécula de MHC-I. El interés de este 
estudio radica en la asociación epistática de ERAP1 y HLA-B*27 con EA (WTCC Consortium, 2007; The 
TASK and WTCCC2 Consortia, 2011), por ello parece razonable pensar que la influencia de ERAP1 sobre el 
peptidoma de HLA-B*27 tiene un papel patogénico y está en la base de la asociación conjunta de ambas 
moléculas a enfermedad. La mayoría de los trabajos previos se han centrado en la digestión de precursores de 
ligandos individuales in vitro, utilizando enzimas recombinantes, o dirigidos directamente al RE (Reeves et al., 
2013; Martin-Esteban et al., 2014). Tan solo un estudio abordó el efecto de la ausencia de ERAP1 sobre el 
peptidoma de HLA-B*27 en células vivas (Chen et al., 2014) y ninguno ha analizado previamente los efectos del 
polimorfismo de esta enzima sobre dicho peptidoma. 
D.1. Consideraciones metodológicas        
 La estrategia experimental utilizada en esta Tesis tiene las siguientes características: 1) se analizaron 
cambios globales en el peptidoma, enfocados en las alteraciones de los niveles de expresión de péptidos. No se 
persiguió la identificación de péptidos generados específicamente en un contexto determinado de ERAP1, 2) se 
razonó que los efectos del polimorfismo de ERAP1 sobre el peptidoma de HLA-B*27 serían particularmente 
claros entre los subconjuntos peptídicos con mayores diferencias en su nivel de expresión entre líneas celulares, 
por lo que los peptidomas fueron comparados, no globalmente sino en función de los niveles de expresión 
relativos de los péptidos, 3) el mecanismo por el cual el polimorfismo de ERAP1 configura el peptidoma de 
HLA-B*27 se analizó secuenciando conjuntos de péptidos con expresión diferencial en distintos contextos de 
ERAP1 y comparando sus características estructurales. 
D.1.1. Estimación de cambios globales en el peptidoma de HLA-B*27   
 Para estos análisis se usó la espectrometría de masas de MALDI-TOF, porque permite evaluar cambios 
globales en los niveles de expresión de un gran número de ligandos. Puesto que no es una técnica cuantitativa, 
debido a que la intensidad de un ión depende de múltiples factores además de su abundancia en la muestra, no es 
apropiada para cuantificar el nivel de expresión de péptidos individuales. Sin embargo, colectivamente, sí hay 
una correlación entre las intensidades de los iones y el nivel de expresión de sus péptidos respectivos, por lo que 
constituye una aproximación adecuada para caracterizar alteraciones colectivas en el nivel de expresión de 
grandes conjuntos peptídicos. Este hecho es patente en la consistencia interna de los resultados obtenidos en esta 
Tesis. En un trabajo reciente de nuestro laboratorio (Martin-Esteban et al., 2014) se analizaron 
comparativamente las cantidades relativas de una mezcla de péptidos estimadas por MALDI-TOF y por 
absorbancia tras su fraccionamiento cromatográfico por HPLC, y los valores obtenidos fueron muy concordantes. 
 




 La búsqueda de péptidos específicos presentados en diferentes contextos de ERAP1 se descartó por 
varios motivos. El principal es que la no detección de un ión por MS no implica la ausencia del péptido 
correspondiente, porque dicha detección puede verse afectada por múltiples factores. Este problema ha sido 
discutido en detalle en otros estudios (Alvarez-Navarro et al., 2013; Schittenhelm et al., 2014). Por otro lado, 
más allá de la influencia cualitativa sobre epítopos individuales es preciso considerar que los efectos de ERAP1 
sobre el peptidoma pueden ser en gran medida, cuantitativos, afectando los niveles de expresión de muchos 
ligandos. Sin embargo, esta cuestión no se había abordado previamente. 
 
D.1.2. Clasificación del peptidoma en base a la abundancia relativa de los ligandos en 
distintas líneas celulares 
 Muchos factores pueden determinar diferencias en el nivel de expresión de un péptido en dos líneas 
celulares, por ejemplo, los niveles de expresión de la proteína parental, diferencias en la actividad metabólica, en 
la maquinaria de procesamiento de proteínas, etc. Sin embargo, se razonó que estos factores difícilmente 
mostrarían patrones de diferencias consistentes con la acción diferencial de una aminopeptidasa de las 
características de ERAP1. Si el polimorfismo de esta enzima juega un papel significativo en la configuración del 
peptidoma de HLA-B*27esperaríamos encontrar alteraciones en los niveles de expresión de péptidos en distintos 
contextos de esta enzima de acuerdo a patrones consistentes con su mecanismo de acción. En cambio, las 
diferencias de expresión de péptidos en contextos de ERAP1 similares no presentarían dichos patrones. 
 Asimismo se razonó que el efecto de ERAP1 debería revelarse particularmente al comparar péptidos 
cuya abundancia relativa en dos contextos diferentes de ERAP1 fuera lo más dispar posible mientras que entre 
péptidos de expresión similar dichos efectos serían probablemente menos patentes. 
 Dada la naturaleza no cuantitativa del MALDI-TOF, se decidió establecer una subclasificación muy 
general que incluyera un gran número de péptidos en cada subconjunto, con objeto de evaluar mejor los 
comportamientos colectivos. El umbral más alto se estableció en una RI>3 que, de forma general, distingue 
poblaciones de péptidos en los que hay diferencias significativas de expresión. Se estableció asimismo un rango 
intermedio RI>1.5-3 para incluir péptidos con diferencias de expresión menos acusadas. Finalmente, el 
subconjunto con RI>1-1.5 incluía los ligandos de expresión similar en los contextos comparados. 
 Los subconjuntos con RI>3 constituyeron en nuestro estudio aproximadamente entre el 15 y 30% del 
peptidoma de HLA-B*27 en una línea celular dada. Efectivamente, de acuerdo a nuestra hipótesis de trabajo, fue 
en las comparaciones entre estos subconjuntos donde se revelaron con más claridad patrones de características 
peptídicas diferenciales –peso molecular, longitud, uso de residuos P1, etc- consistentes con la actividad dispar 
de variantes de ERAP1. Puesto que, sobre todo en contextos de ERAP1 con grandes diferencias de actividad, 
dichos patrones peptídicos diferenciales se observaron también en el rango de RI intermedio (>1.5-3), que 
incluye asimismo alrededor del 20 al 40% de un peptidoma dado, concluimos que el polimorfismo de ERAP1 
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afecta de manera significativa al nivel de expresión de un gran número de ligandos de HLA-B*27. Aun así, los 
péptidos de expresión similar, en diferentes contextos (RI>1-1-5), constituyen aproximadamente del 25 al 50% 
del peptidoma de HLA-B*27. Esto denota que para muchos ligandos de HLA-B*27 la acción de variantes de 
ERAP1 con diferente actividad enzimática no tiene consecuencias en sus niveles de expresión. Esto puede 
deberse a múltiples factores. Por ejemplo, muchos de los ligando pueden llegar al RE con el tamaño definitivo 
para ser cargados por HLA-B*27 sin requerir de ningún procesamiento ulterior. De hecho, los ligando naturales 
de esta molécula muestran generalmente mayor afinidad por TAP que sus precursores N-terminales (Garcia-
Medel et al., 2014). Además, variantes de ERAP1 con actividades muy dispares pueden producir la misma 
cantidad final de un ligando debido a que una mayor actividad puede, en muchos casos, no solo generar mejor un 
ligando sino también destruirlo más extensamente. Una variante menos activa generaría peor un ligando pero 
también lo destruiría menos. Este efecto compensatorio en el balance generación/destrucción se ha demostrado 
in vitro en un estudio de nuestro laboratorio (Martin-Esteban et al., 2014). 
 
D.2. Mecanismo de interacción funcional entre ERAP1 y HLA-B*27 
 Las bases de la interacción funcional entre ambas moléculas hay que buscarlas, lógicamente, partiendo 
de la especificidad peptídica de HLA-B*27 y de las características que definen la actividad enzimática de 
ERAP1. Al igual que otras moléculas del MHC-I humano, HLA-B*27 une fundamentalmente nonámeros, una 
proporción considerablemente menor de péptidos mayores, entre los que predominan los decámeros, y un 
porcentaje muy bajo de octámeros. La inmensa mayoría de los ligandos de HLA-B*27 (>95%) poseen Arg en 
posición 2 (Jardetzky et al., 1991; Ben Dror et al., 2010). Por otra parte, ERAP1, debido al mecanismo de “regla 
molecular” (Chang et al., 2005) degrada los precursores amino-terminales de los ligandos del MHC-I 
eficientemente hasta un tamaño de 9 residuos pero, en función de la actividad de las variantes concretas de esta 
enzima, los nonámeros pueden ser también digeridos a octámeros, que prácticamente ya no son hidrolizados. En 
el caso de HLA-B*27, la hidrólisis del residuo P1 de un ligando natural destruye el motivo peptídico de Arg en 
posición 2 y, en la mayoría de los casos, incapacita al péptido resultante para unirse a HLA-B*27. Por tanto, el 
rendimiento final de un ligando procesado por ERAP1 será el resultado del balance entre su generación y su 
destrucción por esta enzima. ERAP1 puede hidrolizar la práctica totalidad de los residuos N-terminales, excepto  
Pro y cualquier residuo que la preceda, sin embargo la eficiencia de corte varía ampliamente en función del 
residuo (Hearn et al., 2009). Por tanto, distintas variantes de ERAP1 hidrolizan los residuos N-terminales de 
manera muy diferente. La interacción funcional de esta enzima con HLA-B*27 se sustenta en el equilibrio entre 
la capacidad de generación y destrucción de ligandos, que viene dada por la susceptibilidad de las secuencias 
flanqueantes y del residuo P1, respectivamente, y que está condicionada por la actividad enzimática de cada 
variante de ERAP1. Los residuos flanqueantes en P-3 y posiciones más alejadas pueden ser eliminados por 
múltiples peptidasas in vivo, pero P-2 y P-1 son predominantemente eliminados por ERAP1 en el RE (Schatz et 
al., 2008). Por este motivo se decidió analizar la susceptibilidad en los dos residuos flanqueantes N-terminales 




como factor implicado en la producción de los ligandos de HLA-B*27.  
 Como se ha mencionado en la Introducción, la actividad hidrolítica de ERAP1 requiere una transición 
conformacional desde un estado abierto, inactivo, a uno cerrado, activo. Esta transición es inducida por la unión 
del sustrato a un sitio regulador topológicamente diferente del sitio catalítico. La afinidad de esta unión 
determina la transición al estado activo (Chang et al., 2005; Nguyen et al., 2011; Kochan et al., 2011). Por tanto, 
la eficiencia de la hidrólisis por ERAP1 no solo depende de la naturaleza de los residuos N-terminales sino 
también del resto de la secuencia del sustrato, puesto que ésta determina la afinidad de unión al sitio regulador. 
Por otra parte, los polimorfismos funcionales de ERAP1 pueden, en virtud de su localización en la estructura 
tridimensional de la molécula (Figura 19), afectar directamente al sitio catalítico (P.ej., la posición 349), pero 
también a la estructura del sitio regulador (P.ej. las posiciones 725 y 730) y a la flexibilidad de las regiones 
interdominio implicadas en la transición conformacional (P.ej. la posición 528). La consecuencia de este 
complejo escenario es que los efectos del polimorfismo de ERAP1 sobre el peptidoma de MHC-I y, en concreto, 
de HLA-B*27 pueden manifestarse a múltiples niveles, todos los cuales se han revelado en esta Tesis: 1) efectos 
sobre la longitud de los ligandos, 2) efectos sobre la naturaleza del residuo P1 y 3) efectos sobre la selección de 
residuos internos en la secuencia del ligando. Los tres tipos de efectos implican potencialmente alteraciones 
globales en el peso molecular de los ligandos, las cuales pueden, sin embargo reflejar distintos mecanismos 
subyacentes como se discute más detalladamente a continuación. 
 





Figura 19. Estructura y topología de los residuos asociados a EA de ERAP1. La parte superior representa una vista lateral de la 
enzima. Se muestra la localización de las posiciones polimorficas, 127, 528 y 575 en sus respectivos dominios. La parte inferior 
representa una vista vertical de ERAP1. Se muestra la localización de las posiciones 127, 349, 528, 725 y 730 en sus respectivos 
dominios. (Alvarez-Navarro and Lopez de Castro, 2014). 
 
D.3. El papel del polimorfismo de ERAP1 en la configuración de los peptidomas de HLA-
B*27:04 y 05 
 Inicialmente resultó desconcertante el hecho de que, en las comparaciones de los peptidomas de HLA-
B*27:04, los péptidos predominantes en el contexto más activo de ERAP1 (JSL, C1R04) mostraban un peso 
molecular medio menor que los predominantes en un contexto menos activo (We-I), mientras que en HLA-
B*27:05 se dio la situación inversa: los péptidos de mayor peso molecular predominaban en el contexto más 




activo (LG2). Los análisis posteriores basados en las secuencias de péptidos de los subconjuntos de RI>3 
revelaron las causas de esta paradoja: mientras que en HLA-B*27:04 la variante más activa de ERAP1 producía 
fundamentalmente péptidos de menor longitud, en HLA-B*27:05 los efectos de las diferencias de actividad 
enzimática no afectaron significativamente a la longitud de los ligandos sino, fundamentalmente al tamaño de los 
residuos peptídicos. Debe señalarse, sin embargo que un efecto de ERAP1 sobre la secuencia peptídica, 
independiente de la longitud, se observó también entre los ligandos de HLA-B*27:04. 
 La causa de estos efectos diferenciales en ambos peptidomas deben buscarse en las distintas variantes de 
ERAP1 empleados en ambos estudios y en el efecto diferencial de las mismas sobre los residuos flanqueantes 
(P-2 y P-1) y P1 de los ligandos. En general es razonable suponer que en un contexto más activo un número de 
péptidos más alto se procesarán hasta el tamaño óptimo de 9 aminoácidos, en relación a un contexto de menor 
actividad, como efectivamente se observó en HLA-B*27:04 y quedó patente en la mayor susceptibilidad de los 
residuos flanqueantes de sus ligandos en el contexto de la variante menos activa de ERAP1. Este efecto, sin 
embargo, puede ser en parte compensado por una mayor destrucción de nonámeros por las variantes más activas.  
 Una característica que explicaría en parte los efectos observados sobre la longitud es la diferencia entre 
JSL y We-I en la posición 730 (Q/E), puesto podría afectar a la eficiencia hidrolítica de ERAP1 de manera 
diferente dependiendo de la longitud del sustrato (comunicación personal de Efstratios Stratikos). Sin embargo, 
este polimorfismo no es el único determinante, puesto que también se observó un efecto diferencial sobre la 
longitud, aunque menos acusado, entre C1R04 y We-I cuyas variantes en ERAP1 no difieren en esta posición.  
 El papel del polimorfismo Q730E en determinar la longitud de los ligandos de HLA-B*27 viene 
apoyado adicionalmente por nuestros resultados en HLA-B*27:05. En este caso las diferencias en los 
polimorfismos entre la variante más activa (LG2) y la menos activa (P50) son las mismas que entre JLS y We-I 
excepto por la identidad en la posición 730 (E). Sin embargo, estos polimorfismos y la diferencia de actividad no 
se tradujeron en diferencias globales en la longitud de los ligandos predominantes en ambos contextos. 
 Las diferencias de peso molecular independientes de la longitud, reflejan un efecto del polimorfismo de 
ERAP1 sobre las secuencias peptídicas. Este efecto se ejerció tanto en HLA-B*27:04 como en HLA-B*27:05 a 
dos niveles: sobre la selección del residuo P1 y sobre la selección de residuos internos. 
 En HLA-B*27:04 y 05 se observó una mayor frecuencia de residuos P1 resistentes a ERAP1 entre los 
ligandos más abundantes en el contexto de mayor actividad enzimática. Como se ha mencionado, ello es 
consecuencia de una degradación más eficiente de los ligandos con residuos P1 susceptibles, en comparación 
con una variante de ERAP1 menos activa. Por tanto, un mecanismo de destrucción diferencial de ligandos de 
HLA-B*27 en función de la actividad de ERAP1 explica en gran parte el efecto modulador de esta enzima. Sin 
embargo, esta modulación implica también a residuos internos en la secuencia de los ligandos, que fueron 
seleccionados diferencialmente en base al tamaño de sus cadenas laterales en los distintos contextos de ERAP1. 
Este efecto fue particularmente evidente en la comparación del tamaño de los residuos internos entre los 
nonámeros de HLA-B*27:04 y 05 pertenecientes a los subconjuntos RI>3. En HLA-B*27:04, el efecto principal 
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se observó en P4, donde los péptidos predominantes en el contexto menos activo (We-I) presentaron residuos de 
mayor tamaño. En cambio, entre los ligandos de HLA-B*27:05 se observó un incremento del tamaño de los 
residuos P3, P4 y en menor medida, P8 y P9 en el contexto más activo (LG2). Estos efectos se explican en base a 
la unión diferencial de los substratos en el sitio regulador de ERAP1 y al efecto de esta unión sobre la activación 
de las distintas variantes de ERAP1. La unión del sustrato al sitio regulador con afinidad adecuada es un 
requisito para inducir la transición conformacional de la enzima al estado activo. Por tanto, polimorfismos de 
ERAP1 que afecten al tamaño y/o polaridad del sitio regulador, determinaran la naturaleza de los ligandos que 
puedan acomodarse mejor para su procesamiento. Una correlación clara entre los efectos observados sobre la 
secuencia de los ligandos y la estructura de cada variante de ERAP1 no es fácil de establecer con precisión 
porque no se dispone de la estructura cristalina de ERAP1 en complejo con un sustrato peptídico y por tanto no 
se conocen los detalles de las interacciones enzima/sustrato en el sitio regulador de la enzima. Sin embargo, 
nuestros resultados demuestran que los efectos del polimorfismo de ERAP1 sobre la selección de las secuencias 
de los ligandos de HLA-B*27, independientemente de sus efectos sobre la longitud de los mismos, son 
significativos y varían en función de la estructura de cada variante enzimática. 
 
D.4. Polimorfismo de ERAP1 y afinidad del peptidoma de HLA-B*27 
 La ausencia de ERAP1 genera complejos pMHC  menos estables (Hammer et al., 2007). Análogamente, 
los resultados obtenidos en We-I demuestran que una variante poco activa de ERAP1 puede afectar a la 
estabilidad de HLA-B*27, presumiblemente por su incapacidad para generar un repertorio óptimo de ligandos 
potenciales. Estas observaciones nos llevaron a plantear si los polimorfismos funcionales de ERAP1 generarían 
una fracción de péptidos predominantes que tuvieran distinta afinidad por HLA-B*27. Los resultados mostraron 
que los nonámeros de HLA-B*27:04 y 05 predominantes en los contextos más activos de ERAP1 tenían una 
afinidad superior. Esto implica que las variantes más activas de la enzima optimizan la afinidad del peptidoma 
por efectos dependientes de la longitud peptídica en HLA-B*27:04 (mayor frecuencia de nonámeros) e 
independientes de la longitud en ambos subtipos. Dicha optimización se correlaciona con el polimorfismo K528, 
un residuo clave en la asociación a EA (WTCC Consortium, 2007; Harvey et al., 2009b; The TASK and 
WTCCC2 Consortia, 2011) y cuyo efecto potenciador de la actividad enzimática es bien conocido (Goto et al., 
2006; Reeves et al., 2013; Martin-Esteban et al., 2014).  
 Al menos en parte, el incremento de afinidad inducido por las variantes más activas de ERAP1, que 
contienen polimorfismos de riesgo para EA, se basa en el efecto de éstas sobre la frecuencia de residuos P1 
resistentes a la hidrólisis, principalmente residuos básicos, puesto que éstos contribuyen positivamente a la 
afinidad peptídica en virtud de su interacción con E163 en HLA-B*27 (Hillig et al., 2004). 
 La afinidad de los péptidos por su molécula presentadora influye en las etapas finales del plegamiento en 
el RE, en la estabilidad del complejo pMHC-I (Galocha et al., 2010) y en la vida media de dichos complejos en 
superficie. Por tanto, las variantes de ERAP1 que alteren la afinidad de un conjunto significativo de péptidos 




podrían afectar a características globales de HLA-B*27 y a su potencial patogénico, como se discute más 
adelante (Apdo D.7.) 
 
D.5. Interacción diferencial entre ERAP1 y subtipos de HLA-B*27 asociados 
diferencialmente a espondilitis anquilosante  
 Puesto que la asociación de ERAP1 con EA solo se da en individuos HLA-B27+ (The TASK and 
WTCCC2 Consortia, 2011) cabe preguntarse si los efectos de esta enzima sobre los subtipos asociados y no 
asociados a enfermedad son o no similares. El análisis de la distribución de residuos P1 resistentes y susceptibles 
a ERAP1 realizado en esta Tesis sobre ligandos de múltiples subtipos de HLA-B*27 mostró que la frecuencia de 
los residuos P1 resistentes a ERAP1 fue casi el doble que la de los de alta susceptibilidad en los subtipos 
asociados a EA y de alta termoestabilidad, mientras que en los subtipos no asociados a EA y de baja 
termoestabilidad dicha relación fue, si acaso, ligeramente favorable a los residuos más susceptibles. Por tanto, 
parece haber un efecto diferencial de ERAP1 sobre los peptidomas de ambos grupos de subtipos, que se 
correlaciona con la asociación a enfermedad y con la estabilidad global de sus peptidomas. 
 Una posible explicación de este hecho diferencial radica en la relación existente entre la cinética de 
plegamiento de HLA-B*27 y la optimización de su repertorio peptídico. Los subtipos asociados a EA, excepto 
HLA-B*27:07, optimizan el repertorio mediante la acción de la tapasina, con muy alta estabilidad y se pliegan 
lentamente. En cambio, los subtipos no asociados a EA, HLA-B*27:06 y 09, se pliegan y son exportados a la 
superficie celular mucho más rápidamente pero con repertorios peptídicos subóptimos, lo que se refleja en su 
menor termoestabilidad (Galocha et al., 2010). El plegamiento rápido está probablemente motivado por la mayor 
hidrofobicidad y otras características estructurales de la subcavidad F, que imponen una carga peptídica más 
rápida para estabilizar la molécula, evitando en gran medida la optimización del repertorio peptídico por tapasina. 
El rápido plegamiento de los subtipos no asociados a EA y de baja termoestabilidad favorecería la carga de 
péptidos con vida media corta o larga en el RE. Dado que la vida media de un ligando en el RE viene 
determinada fundamentalmente por la susceptibilidad a la hidrólisis de su residuo P1, el hecho de que la relación 
entre residuos P1 resistentes y altamente susceptibles sea similar sugiere la ausencia de un sesgo en el peptidoma 
introducido por ERAP1 en estos subtipos.  
 Por el contrario, el lento plegamiento de los subtipos asociados a EA y de alta termoestabilidad favorece 
presumiblemente la unión de péptidos con alta vida media en el RE, que preferentemente serán aquellos que 
tengan residuos P1 resistentes a la acción hidrolítica de ERAP1. Esta misma explicación da cuenta de la 
distribución diferencial de longitudes peptídicas observadas en los peptidomas de ambos grupos de subtipos 
(Garcia-Medel et al., 2014) (Apéndice III, figura 4). 
 Nuestras observaciones relativas al efecto de ERAP1 en los subtipos diferencialmente asociados a EA 
concuerdan con un trabajo previo (Haroon et al., 2012) en el que la inhibición de la expresión de ERAP1 indujo 
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una disminución de la expresión en superficie de los subtipos asociados a EA (HLA-B*27:04 y 05), pero no 
afectó a los subtipos no asociados a esta enfermedad (HLA-B*27:06 y 09). Asimismo, la inhibición de la 
expresión de ERAP1 disminuyó la frecuencia de ligandos de HLA-B*27:05 con residuos P1 resistentes a 
ERAP1 y aumentó la de los péptidos con residuos P1 de susceptibilidad media-alta en otro estudio (Chen et al., 
2014). 
 
D.6. Convergencia funcional entre la asociación diferencial de variantes de ERAP1 y 
subtipos de HLA-B*27 a espondilitis anquilosante 
 Los resultados de esta Tesis muestran que los polimorfismos de ERAP1 asociados a riesgo de EA, 
principalmente K528, inducen un predominio de péptidos con ligandos P1 resistentes a la hidrólisis y una 
optimización de la afinidad, mientras que las variantes con polimorfismos protectores presentan 
predominantemente ligandos con una mayor frecuencia de residuos P1 con susceptibilidad media-alta y una 
afinidad menor. Por otro lado, los subtipos de HLA-B*27 asociados a EA presentan igualmente un predominio 
de residuos P1 resistentes a ERAP1 y alta estabilidad molecular mientras que los no asociados a enfermedad 
discriminan poco entre las susceptibilidad de diferentes residuos en esta posición y tienen menor 
termoestabilidad. Por tanto existe una similitud de efectos sobre la configuración y afinidad del peptidoma que 
se relacionan con la asociación tanto de HLA-B*27 como de ERAP1 a EA. Dicha similitud sugiere además, que 
los subtipos de HLA-B*27 asociados a EA son más dependientes de ERAP1 que los no asociados a enfermedad. 
 
D.7. Modulación del potencial patogénico de HLA-B*27 por ERAP1 
 La asociación epistática de ERAP1 y HLA-B*27 en la EA se explica por los efectos significativos del 
polimorfismo de esta enzima sobre el peptidoma de HLA-B*27, cuya naturaleza y mecanismo molecular se han 
definido en esta Tesis. Sin embargo, el alcance de estos cambios es tal que no nos permite, en el estado actual de 
nuestro conocimiento, decantarnos por una de las múltiples alternativas por las que el peptidoma de HLA-B*27 
determina el potencial patogénico de esta molécula. A continuación se resume la posible influencia de ERAP1 
sobre las propiedades de HLA-B*27 que se consideran, en el marco de las hipótesis vigentes, como 
potencialmente patogénicas: 
 1.- Alteración de las propiedades inmunológicas de HLA-B*27. Variantes de ERAP1 con diferente 
actividad podrían determinar la presentación o no de péptidos específicos con capacidad de generar respuestas 
autoinmunes, como se propone en la hipótesis del péptido artritogénico (Benjamin et al., 1990). Aunque este 
punto concreto no se ha investigado aquí, parece claro que el polimorfismo de ERAP1, en base a los efectos 
observados, podría determinar la generación diferencial de epítopos. Por otro lado, una alteración global de las 
cantidades de muchos péptidos, como la observada en esta Tesis, puede alterar el potencial tolerogénico y 
autoinmune de HLA-B*27, puesto que la selección del repertorio T depende de la avidez de las interacciones 




pMHC/TCR (Manz et al., 2011; Stewart-Jones et al., 2012). 
 2.- Alteraciones en el plegamiento de HLA-B*27. La disponibilidad de un repertorio potencial de 
ligandos de alta afinidad por HLA-B*27, tal como se genera en el contexto de variantes más activas de ERAP1, 
favorecería la optimización del repertorio mediada por tapasina, generando complejos pMHC muy estables 
mediante un plegamiento lento, que favorece la acumulación de HC mal plegada en el RE (Mear et al., 1999; 
Dangoria et al., 2002). La respuesta provocada por proteína mal plegada en el RE, se activa para aliviar el estrés 
producido por tal acumulación y conlleva la activación de la producción de IL23 y de la respuesta pro-
inflamatoria asociada a esta citocina (Layh-Schmitt and Colbert, 2008; DeLay et al., 2009). Por tanto, 
diferencias en la actividad de ERAP1 podrían afectar a la cinética de plegamiento de HLA-B*27 y, por esta vía, 
modular su potencial pro-inflamatorio con independencia de una presentación específica de antígeno. 
 3.-Formación de homodímeros de HC en la superficie celular. Una fracción relativamente pequeña de las 
moléculas de HLA-B*27 que alcanzan la superficie celular da lugar a la formación de homodímeros de HC 
(Allen et al., 1999) en un proceso que requiere reciclamiento endosomal y, presumiblemente, disociación de 
complejos pMHC (Bird et al., 2003). Este proceso es importante porque los homodímeros de HC pueden ser 
reconocidos por receptores leucocitarios y, en particular por KIR3DL2 (Chan et al., 2005). Una subpoblación de 
células Th17 que expresa este receptor está aumentada en pacientes con EA (Bowness et al., 2011b). Dicha 
subpoblación se activa reconociendo homodímeros de HC de HLA-B*27 y produce la citocina proinflomatoria 
IL17. El efecto de las variantes más activas de ERAP1 sobre la optimización de la afinidad del peptidoma de 
HLA-B*27 debería traducirse en una mayor estabilidad de los complejos pMHC y por tanto mayor vida media 
en superficie y mayor reciclamiento endosomal, de manera que el incremento de afinidad inducido por las 
variantes más activas de ERAP1 podría aumentar el nivel de expresión de homodímeros de HC en superficie. 
Ello conllevaría una producción más elevada de IL17 y, por esta vía, se potenciaría igualmente la capacidad 
proinflomatoria de HLA-B*27. Dado que la EA se da en un marco de inflamación con niveles elevados de TNF, 
y estos aumentan la expresión de EHD1 (comunicación personal de Jaime Millán), una proteína implicada en el 
reciclamiento endosomal de MHC-I (Caplan et al., 2002), es posible que en este marco exista una mayor 
probabilidad de que los complejos HLA-B*27/péptido con vida media larga puedan generar homodímeros 
debido a un mayor reciclamiento endosomal, exacerbando a su vez el proceso inflamatorio. 
 Lo múltiples efectos que las alteraciones en el peptidoma pueden tener sobre el potencial patogénico de 
HLA-B*27 no son excluyentes y podrían darse simultáneamente. Este hecho revela a la vez la importancia y la 
complejidad de la interacción funcional entre ERAP1 y HLA-B*27 en la patogenia de la EA. 
 
D.8. ERAP1 y la patogenia de enfermedades asociadas a MHC-I 
 Los resultados de esta Tesis constituyen el primer análisis molecular sistemático de los efectos y 
mecanismo de acción del polimorfismo de ERAP1 sobre una molécula de MHC-I asociada a enfermedad. La 
naturaleza y magnitud de estos efectos revelan que ERAP1 puede alterar la especificidad inmunológica y el 
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potencial proinflamatorio de la molécula de MHC-I a múltiples niveles y sugieren que la idea de que ERAP1 se 
asocia a enfermedad mediante su capacidad de generar o no un antígeno específico podría ser excesivamente 
simplista. Como se ha mencionado, ERAP1 es un factor de riesgo en al menos otras dos enfermedades asociadas 
a MHC-I, psoriasis y enfermedad de Behçet, y está en epistasis con los alelos del MHC-I de susceptibilidad 
correspondientes en ambos casos. Ello sugiere la existencia de mecanismos patogénicos subyacentes y 
dependientes del peptidoma con un grado substancial de similitud entre estas dos enfermedades y la EA. En 
estudios futuros será necesario determinar el efecto de ERAP1 sobre otros peptidomas relevantes en 
enfermedades asociadas al MHC-I y evaluar cuantitativamente los efectos de estas alteraciones, no solo en la 
especificidad de presentación antigénica, sino también en otras propiedades potencialmente patogénicas. Es 
probable que estudios comparativos de la biología molecular de la interacción MHC-I/ERAP1 en enfermedad 
nos proporcionen una visión unificada del papel patogénico de HLA-B*27 y otras moléculas en las 
























































1) Las variantes naturales de ERAP1 presentan diferencias significativas en su actividad enzimática. 
2) El polimorfismo de ERAP1 tiene efectos globales sobre el peptidoma de HLA-B*27, afectando al nivel de 
expresión, peso molecular, longitud, secuencia y afinidad de un gran número de ligandos. 
3) Los polimorfismos de ERAP1 asociados a un riesgo incrementado de espondilitis anquilosante inducen una 
mayor actividad enzimática y generan peptidomas de longitud y afinidad más optimizadas que las variantes de 
ERAP1 con polimorfismos protectores. 
4) Entre los polimorfismos de ERAP1 asociados con espondilitis anquilosante, la mutación K528R tiene un 
efecto predominante en la configuración del peptidoma de HLA-B*27:05. 
5) El mecanismo de interacción funcional entre ERAP1 y HLA-B*27 se basa en el balance entre la generación y 
destrucción de ligandos, que es distinto para cada variante de la enzima y dependiente de cada péptido individual. 
6) El balance entre la generación y destrucción de ligandos por las variantes de ERAP1 está determinado por la 
susceptibilidad de los residuos flanqueantes N-terminales y del residuo P1 a la hidrólisis. Esto se traduce en una 
mayor abundancia de péptidos con residuos P1 básicos, resistentes a ERAP1, en contextos más activos de esta 
enzima. 
7) Hay una influencia diferencial de ERAP1 sobre los subtipos asociados y no asociados a espondilitis 
anquilosante. El patrón de frecuencias de residuos P1 de alta y baja susceptibilidad a ERAP1 en subtipos 
asociados y no asociados a enfermedad es similar al que muestra HLA-B*27:05 en el contexto de variantes de 
esta enzima con alta y baja actividad, respectivamente.  
8)  Esta observación sugiere que los subtipos no asociados a espondilitis anquilosante están menos influidos por 
el polimorfismo funcional de ERAP1 que los subtipos asociados a enfermedad. 
9) La magnitud de los efectos del polimorfismo de ERAP1 indica que esta enzima puede alterar no solo la 
presentación de antígenos específicos sino también propiedades biológicas globales de HLA-B*27 que dependen 
de la afinidad del peptidoma. 
10) La asociación conjunta de HLA-B*27 y ERAP1 a espondilitis anquilosante se explica asumiendo que los 
péptidos juegan un papel patogénico esencial y que los efectos substanciales de ERAP1 sobre el peptidoma, 
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